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OZET

_ Aedes aegypti ve Aedes albopictus"UN TURKIYE'DEKI DAGILIMININ,
VEKTORLUK DURUMLARININ BELIRLENMESI VE POPULASYON GENETIGI

Aedes aegypti (L., 1762) ve Aedes albopictus (Skuse, 1895) (Diptera: Culicidae)
arbovirislerin 6nemli vektorleridir. Tiirkiye'de Ae. albopictus ilk kez 2011 yilinda Tiirkiye'nin
kuzeybatisindaki Trakya b6lgesinde tespit edilmistir. 2015 y1linda Ae. albopictus’un karadeniz
bolgesinde, 2018 yilinda Ege bolgesinde yerlesik popiilasyonlar1 ortaya c¢ikarilmistir. Ae.
aegypti ise Tirkiye'nin kuzeydogusunda yeniden rapor edilmistir. Yapilan bu tezde bu tiirlerin
hem arazi hem de literatiir taramalariyla tiirlerin giincel dagilim alanlar1 belirlenmis,
popiilasyon genetigi parametreleri kullanilarak bu tiirlerin olas giris yollari, olas1 kdkenleri ve
tiirlerin giincel vektorliikk durumlart arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan arazi
calismalarinda ve daha Once yapilan ¢aligmalarda rapor edilen lokasyonlar kullanilmustir.
Toplanan ornekler morfolojik olarak ve jelden elde edilen bant biiyiikliiklerine gore teshis
edilmistir. Tiirlerin olasi giris yollarin belirlenmesi ve popiilasyon genetiklerinin ortaya
¢ikarilmasi amactyla Ae. albopictus i¢in mitokondrial COI gen bélgesi kullanilmistir. Ae.
aegypti iginde orneklerin kisitli olmasi nedeniyle genomik ITS2 gen bolgesi ve mitokondrial
iki COIL, bir ND4 ve bir ND5 gen bolgeleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda Ae.
albopictus COI gen bolgesi igin ti¢ haplotip belirlenmis (Hap 1, Hap 2 ve Hap 3) ve Hap 1
en baskin haplotip ve biitiin bolgelerde varlig1 belirlenmistir. Hap 2 yalnizca Karadeniz ve
Marmara 6rneklerinde bulunurken, Hap 3 yalnizca Ege 6rneklerinde bulunmustur. Olast {i¢
invazyonun test edilmesi amaciyla yapilan AMOVA testinde Ege, Marmara ve Karadeniz
popiilasyonlar1 arasinda anlamli farklar belirlenmigtir. Yapilan Fst testi, AMOVA testi
sonuglarini biiylik oranda desteklemistir. Diinya 6rnekleri kullanilarak yapilan sonuglarda
Karadeniz ve Marmara soylarinin olast kdkeni iliman soy olarak belirlenirken, Ege bolgesi
soylarinin olas1 kdkeni 1liman ve tropik soylarm karigimi olmasinin muhtemel oldugu
belirlenmistir. Ae. aegypti tiirii i¢in yapilan ¢aligmalarda AMOVA testi sonuglarina gore
Tiirkiye ve Giircistan Ornekleri arasinda anlamli fark gozlemlenmemistir. Bu durum
Tiirkiye’deki tiiriin Giircistan kokenli bir soy oldugu ve Tiirkiye i¢in yeni bir invazyon
olmadigini ortaya koymustur. Elde edilen veriler tiiriin genetik varyasyonunun dogudan batiya
dogru azaldigimi gostermistir. Baz1 haplotiplerin, yalnizca Karadeniz ve Kafkasya bolgesine
karakterize oldugu belirlenmistir. Yapilan filogenetik agaclarinda Karadeniz bolgesindeki Ae.
aegypti soylar1 her bir gen bolgesi i¢in belirli bir bolgeye ait 6rneklerle kiimelenme
gostermemistir. Bu sonuglar Karadeniz bolgesindeki Ae. aegypti soyunun 1950°li yillardan
kalma soy olabilecegine isaret ediyor olabilir. Tiirlerin olas1 vektorliik durumlarinin
arastirilmasi amaciyla yapilan ¢alismalarda 2018 yilinda Rize ve Cayeli’nde Bati1 Nil viriisii
(BNV) ve Artvin, Hopa’da ise Ae. filaviviriis varligi tespit edilmistir. 2019 yilinda ise Cayeli,
Findikli, Arhavi Istanbul Adalar ve Kirklareli 6rneklerinde BNV varligi, Findikli ve [stanbul
Adalar 6rneklerinde Ae. filaviviriis ve Hopa 6rneklerinde Cell fusing agent belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aedes albopictus, Aedes aegypti, Muhtemel Orijin, Varyasyon
VI
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ABSTRACT

DISTRIBUTION in TURKEY, DETERMINATION of VECTOR STATUS
and POPULATION GENETICS of Aedes aegypti and Aedes albopictus

Aedes aegypti (L., 1762) and Aedes albopictus (Skuse, 1895) (Diptera: Culicidae) are
important vectors of arboviruses. In Turkey, Ae. albopictus was first identified in 2011 in the
Thrace region of northwest part of Turkey. Resident populations of Ae. albopictus were
revealed in the Black Sea region in 2015 and in the Aegean region in 2018. Ae. aegypti was
re-reported in northeastern Turkey. In this thesis, the current distribution areas of these species
were determined by both field and literature surveys, possible invasion routes of these species,
possible origins and current vector status of these species were investigated by using
population genetic parameters. For this purpose, the locations reported in the field studies and
previous studies were used. Collected samples were identified morphologically and by band
sizes obtained from the gel. The mitochondrial COI gene region for Ae. albopictus was used
to detect possible invasion routes of the species and to reveal population genetics. For Ae.
aegypti, due to limited samples, the genomic ITS2 gene region and two mitochondrial COl,
one ND4 and one ND5 gene regions were used. In the results obtained, three haplotypes were
determined for the Ae. albopictus COI gene region (Hap_1, Hap_2 and Hap_3) and Hap_1
was the most dominant haplotype and its presence was determined in all regions. Hap_2 was
found only in Black Sea and Marmara samples, while Hap_3 was found only in Aegean
samples. Significant differences were determined between Aegean, Marmara and Black Sea
populations in the AMOVA test performed to test three possible invasions. The Fst test
performed greatly supported the results of the AMOVA test. In the results made using world
samples, it was determined that the possible origin of the Black Sea and Marmara lineages was
determined as temperate lineage, while the possible origin of the Aegean region lineages was
determined to be a mixture of temperate and tropical lineages. According to the AMOVA test
results in studies conducted for Ae. aegypti species, no significant difference was observed
between Turkey and Georgia samples. This situation revealed that the species in Turkey is a
lineage of Georgian origin and that it is not a new invasion for Turkey. The data obtained
showed that the genetic variation of the species decreased from east to west. It has been
determined that some haplotypes are characterized only in the Black Sea and Caucasus
regions. In the phylogenetic trees, Ae. aegypti lineages in the Black Sea region did not cluster
with samples belonging to a specific region for each gene region. These results may indicate
that the Ae. aegypti lineage in the Black Sea region may be a lineage dating back to the 1950s.
In the studies conducted to investigate the possible vector status of the species, the presence
of Rize and Cayeli West Nile virus and Ae. filavivirus in Artvin Hopa were detected for 2018.
In 2019, the presence of West Nile virus was detected in Cayeli, Findikli, Arhavi Istanbul
islands and Kirklareli samples, Ae. filavivirus in Findikli and Istanbul islands samples, and
Cell fusing agent in Hopa samples.

Keywords: Aedes albopictus, Aedes aegypti, Possible Origin, Variation
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GIRIS

Vektor kaynakli hastaliklar, diinya niifusunun yaklasik % 30'unu etkileyerek
halk saglig1 i¢in tehdit olusturmaktadirlar (Mboera vd., 2016; Golding vd., 2015;
WHO, 2017). Ogzellikle bécekler tarafindan insanlara bulasan viral patojen
arboviriisler, son yillarda insidanslarindaki ve cografi dagilimlarindaki hizli artis
gosteren deng hummasi (DENV), zika (ZIKV), ve chikungunya (CHIKV) gibi tibbi
oneme sahip ve aktif epidemiyolojik siirveyans gerektiren arboviriislerdir (Jones vd.,
2008; Guzman and Harris, 2015; Gould vd., 2017; Paixao vd., 2018; Young, 2018;
Kraemer vd., 2019). Tropikal ve subtropikal iilkelerde en yaygin viral enfeksiyon olan
DENV (Wilder-Smith vd., 2010; Bhatt vd., 2013; Murray vd., 2013; Patterson vd.,
2016; Sukhralia vd., 2019), yilda 100 ila 400 milyon insani enfekte etmektedir ve
insidans1 son yillarda 30 kat artmistir (Guzman vd., 2016; Pollett vd., 2018). 2000
yillardan bu yana yalnizca Asya kitasinda ara sira meydana gelen CHIKV vakalari
200011, yillardan sonra Asya, Amerika ve Avrupa kitalarina yayilmis ve onemli
salginlara neden olmustur (Weaver vd., 2018; Ketkar vd., 2019; Jones vd., 2020).

Ae. aegypti ve Ae. albopictus DENV, CHIKV ve ZIKV enfeksiyonlarinin
insanlara bulagsmasinda 6ncelikli vektorleridir (Kraemer vd., 2015; Leta vd., 2018). Bu
iki tlirlin dagilim alanlarinin  genislemesinde; sehirlesmenin artmasi, ulagim
imkanlarinin hizla geniglemesi, ticaret hacminin diinya genelinde biiylimesi ve kiiresel
iklim degisikligi ve farkli insektisit gruplarma karsi gelistirilen direng ve tiirlerin
biyolojik potansiyelleri énemli etkenlerdir (Morens vd., 2004; Brady vd., 2014;
Goindin vd., 2015; Kraemer vd., 2015b; Liu-Helmersson vd., 2016; Mayer vd., 2017,
Kraemer vd., 2019; Morales vd., 2019; Ryan vd., 2019).

Ae. albopictus basta zika, deng, chikungunya gibi vektorel hastalik dahil toplam
26 tane arboviriisiin birincil vektoriidiir (Paupy vd., 2009; Waldock vd., 2013; Bhatt
vd., 2013, Weaver & Lecuit 2015, Weaver vd. 2016). Ayrica bu arboviral hastaliklara
ek olarak Dirofilaria immitis ve D. fensial gibi filaryal hastaliklarin dolagiminda
onemli rol oynar (Waldock vd., 2013; Eritja vd., 2005). Tiir glineydogu Asya’nin
tropikal ormanlarinda yerlidir. Ancak son birka¢ on yilda tiir Antarktika kitas1 harig
hemen biitiin kitalarda rapor edilmistir (Knudsen, 1995, Paupy vd., 2009; Rochlin vd.,
2013; Ngoagouni vd., 2015). Tiiriin bu kadar genis alanlara yayilmasindaki ana



faktorler kullanilmis lastik ve sansli bambu ticaretidir (Aranda vd., 2006; Benedict vd.,
2007; Medlock vd., 2015; Pichler vd., 2019). Bunun yaninda Ae. albopictus sahip
oldugu giiclii fiziksel ve biyolojik plastisitesi, basaril1 bir sekilde yeni popiilasyonlar
kurmasina ve hizli yayilmasina ekstra katkilar saglamistir. (Kamgang vd., 2011,
Ngoagouni vd., 2015).

Avrupa'da Ae. albopictus’un iki farkli invazyonu bilinmektedir. Bunlardan ilki
1979 yilinda rapor edilen Arnavutluk invazyonu ve 1990 yilinda gergeklesen Italya
invazyonudur (Adhami ve Murati, 1987; Sabatini vd., 1990). Tiir, 1990'l1 yillardan
itibaren tiim kitada yayilmaya baslamis ve ¢esitli yollardan neredeyse tim Avrupa'y1
isgal etmistir (Sherpa vd., 2018; Konorov vd., 2021). Tiirkiye ¢evresindeki bolgelerde
ise tir daha 6nce Balkanlarda, Kafkasya bolgesinde ve Dogu Akdeniz kiyilarinda
bildirilmistir (Samanidou-Voyadjoglou vd., 2005; Giatropoulos vd., 2012; Konorov
vd., 2021).

Ae. albopictus Yayladag sinir kapisinin yaklagik 60 km giineyinde bulunan
Suriye, Latakia'de 2005 yilinda bildirilmistir (Haddad vd., 2007; Oter vd., 2013).
Balkanlar'da, Ae. albopictus ilk kez 2005 yilinda kuzeybati Yunanistan'da bildirilmis
ve en olasi istila yolunun Arnavutluk ve/veya Italya'dan Yunanistan'a gelen feribot
trafiginin sorumlu oldugu disiiniilmektedir (Samanidou-Voyadjoglou vd., 2005,
Giatropoulos vd., 2012). Bunun yaninda Bulgaristan’da Ae. albopictus 'un varligi
2005'ten Once biliniyordu, ancak ilk olarak 2011'de bir bilimsel toplantida rapor
edilmistir (Samanidou-Voyadjoglou vd., 2005; Oter vd., 2013). Kafkaslarda ise Ae.
albopictus ilk olarak 2011 yilinda Sochi/Rusya'da (Kuzey Kafkasya) tespit edilmistir
(Ganushkina vd., 2012). Sonraki birkag yil i¢inde neredeyse tiim Bati Karadeniz
kiyilarinda rapor edilmis ve sonunda 2015'te Giircistan ve Tiirkiye'de tespit edilmistir
(Akmer vd., 2016; Konorov vd., 2021).

Tiirkiye'de Ae. albopictus, iilkenin batt ve dogu bdlgelerindeki farkli
zamanlarda rapor edilmistir (Oter vd., 2013; Akner vd., 2016; Demirci vd., 2021a).
2011 yilinda Ae. albopictus ilk olarak Tiirkiye'nin Trakya bdlgesinde, Yunanistan'a
sinir kenti olan Edirne civarinda raporlanmistir. Ardindan, dort yil sonra Dogu
Karadeniz kiyisinda Artvin, Rize ve Trabzon illerinde varligi dogrulanmistir. 2016
yilinda Marmara bdlgesinin i¢ kesimleri Kocaeli ve Istanbul illerinde, 2018 yilinda

Ege bolgesinde Izmir'de (Aliaga liman1) belirlenmistir. Yapilan son calismalarda tiiriin



Karadeniz, Marmara ve Ege bolgelerindeki sahil kentleri boyunca yayildigi ortaya
konulmustur (Oter vd., 2013; Demirci vd., 2021a; Yavasoglu, 2021).

Ae. aegypti (L., 1762), ayn1 zamanda sart humma sivrisinegi olarak bilinir.
Baslica sarthumma, deng ve chikungunya hastaliklarin insanlara bulagsmasindan
sorumludur. Afrika kokenli olan bu tiir 17. ve 20. yiizyillar1 arasinda Afrika kitasindan
diger kitalara yayilmaya baslamig ve 1950’li yillarda Akdeniz, Karadeniz ve Hazar
denizi kiy1 iilkelerini istila etmistir (Schaffner ve Mathis, 2014; Espinal vd., 2019;
Souza-Neto vd., 2019). Ancak tiiriin neden oldugu hastaliklarin miicadelesi igin
baslatilan tiirle miicadele ve diger vektor tiirlerle yapilan miicadele sonucunda ortadan
kaybolmustur (Schaffner ve Mathis, 2014; Kotsakiozi vd., 2018). Kafkasya bolgesinde
Ae. aegypti ilk olarak 1911 yilinda Batum’da rapor edilmis ve 20 y1l boyunca tiiriin bu
alanda yliksek popiilasyon seviyelerine ulastigi belirlenmistir. Ancak 2001 yilina
kadar tiiriin Kafkasya bolgesinde varligr ile alakali kayit bulunmamaktadir. 2001
yilinda Rusya’nin Karadeniz kiyilarinda Sogi’de rapor edilmis, ardindan 2015 yilinda
Tiirkiye ve Giircistan’dan es zamanli olarak yeniden rapor edilmistir (Ganushkina vd.,
2012; Akiner vd., 2016; Ganushkina vd., 2016).

Tirkiye’de Ae. aegypti yirminci yiizyilin ikinci ¢eyreginde Karadeniz, Akdeniz
bolgelerinde varligr bilinmektedir (Merdivenci, 1984). Ancak 1950’li yillardan sonra
tiirlin Anopheles tiirlerinin neden oldugu sitma ile miicadele sonucunda ortadan
kalktig1 diislinlilmektedir. Her ne kadar zaman zaman rastlantisal olarak 1961, 1984,
1992, 1993 ve 2001 yillarinda tiirle alakali kayitlar olsa da tiirlin yerlesik
poptilasyonlar1 2014 yilinda Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilarinda Artvin, Rize ve
Trabzon illerinde belirlenmis ve tiiriin varligr hala bu bolgelerde devam etmektedir.
(Schaffner ve Mathis, 2014; Akiner vd., 2016; Demirci vd. 2021a).

Bu iki tiiriin yerlesik popiilasyonlari, sivrisinek kaynakli yeni hastaliklarin
bolgeye girmesine veya mevcut hastalik potansiyelinin artmasina neden olmasi
muhtemel bir durumdur. Sivrisinek kaynakli Bat1 Nil virtisit (WNV) Tiirkiye'de 1970'l1
yillardan beri bilinmekte olup, Tirkiye'nin farkli bolgelerinde esek-katir, at, sigir,
kopek, koyun ve insan vakalari tespit edilmistir. Ayrica viriis varligi Culex pipiens s.s.
(Linnaeus, 1758), Ae. caspius (Pallas, 1771), Cx. quinquefasciatus (Say, 1823), Cx.
perexiguus (Theobald, 1903) ve son zamanlarda Tiirkiye'nin farkli yerlerinde Ae.

albopictus tiirlerinde tespit edilmistir. (Meco, 1977, Ozkul vd., 2006; Ergunay vd.,



2010a; Ergunay vd., 2010b; Ergunay vd., 2010c; Kalaycioglu vd., 2012; Yazici vd.,
2012; Failloux vd., 2017; Akmer vd., 2019). Diger taraftan deng hummasi 1889 ile
1945 yillar1 arasinda iilkemizde izmir'de (dort kez), Manisa'da (bir kez), Antalya'da
(bir kez), Canakkale'de (bir kez), Istanbul'da (iki kez), Trabzon'da (iki kez) olmak
tizere toplamda on bir kez goriilmiistiir. Dahas1 1927-28 yillar arasinda Tiirkiye ve
Yunanistan’1 i¢eren biiyiik salginlar gézlenmistir (Schaffner ve Mathis, 2014). Bugiine
kadar, Tirkiye'de YFV, CHIKV veya ZIKV'nin yerli bulagsmasindan kaynaklanan
higbir insan enfeksiyonu kaydedilmemistir. Bununla birlikte, yakin tarihlerde DENV
veya antijenle iligkili flaviviriislere sporadik maruziyetin yani sira ithal CHIKV ve
ZIKV vakalarimin serolojik kanitlar1 bildirilmistir (Ergunay vd., 2007; Ergunay vd.,
2010c; Ergunay vd., 2010d; Akiner vd., 2019).

Bu iki istilact tiir giiniimiizde Tiirkiye’deki varliklari halen devam etmekte olup
tirlerle alakali caligmalar sinirlidir. Bu ¢aligmalar, tiirlerin Tiirkiye’deki ilk kayztlari,
dagilim alanlarinin belirlenmesi ve tiirlerin vektorlik durumlarinin incelenmesini
kapsamaktadir. Bunun yaninda sadece Ae. albopictus tiirii i¢in Ege bolgesine ait
insektisit direnci ve Marmara bolgesinde Diizce ili i¢in ilk kayitlari iceren ve tiiriin
cografi olarak morfometik analizlerini igermektedir (Oter vd.,2013; Akiner vd., 2016,
Akiner vd., 2018; Ali ve Oztemiz, 2021; Demirci vd., 2021a; Demirci vd., 2021b;
Yavasoglu, 2021). Bu ¢alismalar diginda Tiirkiye’de bu tiirlerle alakali ¢aligmalar
sinirlidir ve bu tiirlerin kokenleri ve istila yollar1 hakkinda gerekli ¢aligmalar yeteri
kadar arastirllmamistir. Literatiirde bu tiirlerin Tiirkiye’deki kdkenleri ile alakali bazi
yayinlar yer alsa da bu yayinlar az 6rnek sayisi icermekte ya da iilkenin tamamini
igeren bir ¢alisma hali hazirda bulunmamaktadir (Sherpa vd. 2019; Kotsakiozi vd.,
2018). Bunun yaninda tiirlerin olasi hastalik etmenlerini tasiyip tasimadiklart giincel
olarak takip edilmesi olas1 hastalik risklerini genis alanlara yayllmadan dnlenmesinde
onem arz etmektedir. Her ne kadar bu tiirlerin olasi hastalik etmenlerini tasiyip
tasimadiklar1 daha 6nceden belirlenmis olsa da bu bilgiler giincellenmelidir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda iilkemize 2015 yilinda yerlesik popiilasyonlar
belirlenmis olan bu tiirlerin vektorliik durumlar arastirilarak bu tiirlerin iilkemiz igin
hali hazirda bir risk olusturup olusturmadiklar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Buna ek
olarak tiirlerin iilkemizdeki mevcut dagilim alanlar1 belirlenerek iilkemizdeki risk

alanlar1 tayin edilmeye ¢alisilmistir. Ae. albopictus tilkemizde 2011 yilinda Trakya’da,



2015 yilinda ise Karadeniz bolgesinin dogusunda ve 2018 yilinda ise Ege bolgesinde
Izmir ilinde belirlenmistir. Bu calisma ile Ae. albopictus‘un iilkemize ¢oklu istila
seklinde mi giris yaptig1 yoksa tek noktadan giris yaparak m1 diger bolgelere yayildigi
belirlenmeye ¢alisilmistir. Ae. aegypti i¢in ise tiirtin kalint1 tiir mii yoksa yeni istila m1
oldugu test edilerek ve tiirlerin olas1 kokeni ve durumu hakkinda fikir elde edilmistir.
Tiiriin olas1 kdkeninin belirlenmesi ile tiriin ekolojik, biyolojik ve fizyolojik
Ozellikleri hakkinda bilgiler saglayarak iilkemizde miicadelesi, yayilim alanlarinin
Ongoriilmesi, olas1 bocek ilaci direnci, ¢evreye karst uyum ve hastalik yayma

potansiyeli gibi 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda énemlidir.



1. GENEL BIiLGILER

Sivrisineklerin hem insanlardan kan emme yoluyla verdigi rahatsizlik hem de
neden olduklar1 hastaliklardan dolay1 insan hayatindaki olumsuz etkileri tartismasiz
bir hal almistir (Saldafa vd., 2017). Sivrisinek kaynakli hastaliklar her yil milyonlarca
insanin oliimiine, binlerce kisinin bu hastaliklardan ac1 ¢ekmesine neden olmaktadir.
Bunun yaninda hem bu hastaliklarin tedavisi hem de sivrisineklerle yapilan miicadele
ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Jain and Kumar, 2018). Sivrisinekler,
basta en fazla bilinen sivrisinek kaynakli hastalik olan sitma olmak iizere, sarthumma,
deng hummasi, chikungunya, ensefalit, filaryaz gibi insanoglunun bildigi en 6liimciil
hastaliklarin  tasiyicilaridir.  Diinya genelinde yapilan kapsamli  sivrisinek
miicadelesine karsi pek ¢ok hastalik halk sagligi sorunu olmaya devam etmektedir.
Bunun yaninda pek ¢ok sivrisinek tiirii diinyadaki artan ulasim agi ve ticaretle birlikte
dagilim alanlarin1 genisletmektedir. Buna bagli olarak bu sivrisinek tiirlerinin neden
olduklar1 hastaliklar daha 6nce goriildiikleri alanlarin sinirlarini asarak yeni bolgelerde
goriilmeye baglamistir (Maynard vd., 2023).

Sivrisinekler Insecta (bdcekler) sinifi ve Diptera (iki kanathilar) takimi
Nematocera alt takimi, Culicidae familyasi igerisinde yer alir. Culicidae familyasi
icerisinde Anophelinae ve Culicinae alt familyalart vektérel acidan Onemli
sivrisinekleri igcerisinde barindirmaktadir (Eldridge, 2005). Diinya genelinde Culicinae
alt familyasina ait 108 cins ve 3500°den fazla tiiriin varlig1 bilinmektedir (Becker vd.,
2019). Bu tiirler arasinda diinya genelinde en fazla bilinen ve en fazla vektorel 6neme
sahip alan Anopheles, Culex, Aedes cinsleridir (Saldafia, vd., 2017).

Sivrisinekler tam  bagkalasim  geciren  (Holometabol)  boceklerdir.
Sivrisineklerde bagli bulunduklari familyanin karakteristik 6zelligi olan kan emme
davranig1 gozlenmekte olup kan emme davranis1 yalmizca disi bireylerde
goriilmektedir. Kan emme davranigi yumurta birakan disi bireylerin gerek duyduklar
protein ve diger besinlere olan ihtiyacini karsilamaya yoneliktir. Diger yandan bazi
sivrisinek tlirlerinde kan emmeden yumurtlama davranigi goriilebilmektedir (Smith ve
Fonseca, 2004). Ozellikle ergin diapozu goriilen sivrisineklerde de kan emme
davraniginda artis olabilmektedir. Hem disi bireyler hem de erkek bireyler ana besin

maddesi olarak bitkilerin ¢icek ve meyvelerinin nektarlarii karbonhidrat kaynag:



olarak kullanmaktadir. Kan emen disi bireyler hava sicakligina bagli olarak yaklasik
2-3 giin emdikleri kani1 sindirir. Kani sindiren disi bireyler sivrisinegin cinsine, tiiriine,
tiirlin morfolojik yapisina, emdikleri kanin miktarima vb. gore farklilik gosteren
miktarlarda yumurta birakir. Birakilan yumurtalarin sekli, birakilma bigimi, tiirlere
gore farklilik gdstermektedir. Ornegin Culex cinsi sivrisinekler yumurtalarmin toplu
sekilde (sal seklinde) su ylizeyine birakirken Aedes cinsi sivrisinekler yumurtalarini
tek tek ve su kiyisindaki alanlara yapistirarak birakir. Pek c¢ok sivrisinegin
yumurtalarin1 birakma alanlar1 cinse gore farklilik gosterebilmektedir. Ornegin
Anopheles cinsi sivrisinekler yumurtalarini daha temiz sulara birakmayi tercih ederken
Culex ve Aedes cinsi sivrisinekler yumurtalarini genellikle bakteri ve polenlerin yogun
oldugu bulanik sular1 tercih ederler. Yumurtalar kisa siire icerisinde agilarak su
igerisinde serbest halde yiizerler. Su icerisinde bulduklar1 bitki ve hayvan kalintilari,
bakteri ve diger canlilarla beslenirler. Suyun besin igerigi larva gelisimi acisindan
Oonemli olup besin icerigi fazla olan sularda larva gelisim daha hizli olurken asir1 kirli
sular larvalarin 6liimlerine neden olabilmektedir. Larval gelisim 4 evrede tamamlanir
ve bu dort evrenin tamaminda larvalar gomlek deristirirler. Gomlegin morfolojik
yapist larvanin morfolojik yapisi ile birebir aynidir ve bu gomlekler tiirlerin ayriminda
kullanilabilir. Sivrisinekler dort larva donemi gegirdikten sonra pupa sathasina
girerler. Sivrisinek pupalarinin gelisebilmesi icin 2-4 giin siireye ihtiya¢ vardir.
Pupalar i¢ basinci artirmak amaciyla hava yutarlar ve iki giin sonra da pupay1 delerek
disar1 ¢ikan erigkin bireyler meydana gelir. Baz: tiirler bir kez, bazi tiirler ise 2-3 kez
yumurtladiktan sonra dliirler. Sivrisineklerin yasam siiresi, Tiirkiye gibi iliman iklim
kusagina sahip bolgelerde, yeterince kan emebilme, iklim, sicaklik gibi faktorlere bagl
olarak bir ay kadardir. Bu siire tropikal bolgelerde 6 aya kadar uzayabilmektedir
(Merdivenci, 1984; Ozcel ve Daldal, 1997; Alten ve Caglar, 1998; Genchi vd., 2007;
Becker vd., 2019).

Aedes cinsinin tyeleri kahverengimsi ve siyahimsi arasinda degisen viicut
ortlilerinin lizerine beyaz desenlerle karakterize edilir. Aedes cinsi tiirleri diinya
capinda bir dagilima sahip olmasina ragmen tiir diizeyindeki cesitlilik ve
yogunluklarina gore Oryantal ve Avustralya Bolgelerinde en iyi temsil edilir (Reinert
vd., 2004). Bu cins 40’tan fazla alt cinsten olugsmakla beraber Aedes, Aedimorphus,

Fredwardsius ve Stegomyia alt cinslerine ait tiirler Avrupa’da ve iilkemizde



goriilmektedir. Diger yandan bu cinse ait tiirlerin bazilar1 yalnizca tropikal Neotropik,
Afrotropikal, ve/veya Avustralya bolgelerinde bulunmaktadir. Bu cinse ait
sivrisinekler diinya genelinde hastalik tasima acisindan en onemli tiirleri igerisinde
barindirmaktadir (Becker vd., 2019). Bu cinse ait Stegomyia alt cinsi igerisinde yer
alan ve lilkemizde ve Avrupa’da bilinen Ae. albopictus ve Ae. aegypti en fazla bilinen
iki tiirdiir.

Ae. albopictus (Skuse, 1984) ve Ae. aegypti (Linneaus, 1762) tiirleri Culicidae
familyas1 Aedes cinsi ve Stegomyia altcinsine ait olan sivrisinek tiirleridir. Her iki
tiriin erginleri de goreceli olarak kiigiiktiirler ve bacaklarda ve viicudun diger
kisimlarinda siyah zemin iistiinde meydana gelmis beyaz/giimiis pullanmalardan
dolay1 siyah ve beyaz oriintli gosterirler (Schaffner vd., 2001). Bu iki tiiriin erginleri
ilk bakista ¢ok benzer morfolojik 6zellikler gosterse de skutumda farkli pullanma
gostermeleriyle kolayca ayrilabilirler. Ae. albopictus erginlerinin skutumunun tam
ortasinda giimiis renkli ¢izgi seklinde bir pullanma kendini gosterirken, Ae. aegypti
erginlerinin skutumundaki giimiis pullanmalar ise lir seklinde yerlesme gostermektedir
(Sekil 1 ve Sekil 2) (Le Goff vd., 2013). Diger taraftan bu iki tir morfolojisi
bakimindan yerli Ae. cretinus ve simdiye kadar tilkemizde belirlenmemis olan bagka
bir istilac1 tir olan Ae. japopicus ile benzerlik gostermesi bakimindan
karistirilabilmektedir (ECDC, 2021).

Sekil 1. Ae. albopictus ergininin goriintiisii



Sekil 2. Ae. aegypti erginini gorlintiisii

Asya kaplan sivrisinegi olarak da bilinen Ae. albopictus hem tibbi hem de
veterinerlik acisindan &nemi olan istilac1 ve zararl bir tiirdiir (Hawley, 1988). Ilk
olarak 1894 yilinda Skuse tarafindan Hindistan Kalkiita'da toplanan Orneklerden
tanimlanan tiir ve Stegomyia alt cinsinin bir iyesidir (Reinert vd., 2004). Tir
bacaklarinda beyaz bantlar, koyu renkli bir hortum ve koyu pullu kanatlar olan kii¢iik
ila orta boy bir sivrisinektir. Tiirtin diger Stegomyia alt genusu iiyelerinden scutum'un
orta noktasinda beyaz pullardan olusan serit, beyaz pullu dokungac (palp) ve clypeus
da pullar1 olmamasi ile karakterize edilir. Erkeklerde disilere gore daha kii¢iik boyutta
olmasi ve tliylii antenler ile disilerden ayrilir.

Ae. albopictus‘un ortalama yasam Omrii bdolgesel olarak degiskenlik
gostermekle birlikte yapilan arastirmalarda dogal ortamda disilerin yaklasik olarak 8-
24 giin arasinda erkeklerin ise yaklasik 1-24 gilinlik bir Omiirlerinin oldugu
belirlenmistir. Laboratuvar kosullarinda yapilan ¢aligmalarda 25°C'de ve % 70 bagil
nemde maksimum yagam siiresi disiler i¢in 60 giin ve erkekler i¢in 48 giindiir (Bellini
vd., 2010; Hawley, 1988, Gubler vd., 1970).

Tiriin gegmiste Asya kitasinda doguda Gilineydogu Asya'nin tropik ve
subtropikal bolgelerinde, Pasifik'ten ve Hint Okyanusu Adalari'nin ¢ogundan,
kuzeyden Cin ve Japonya'ya, batidan Madagaskar'a olan bdlge icerisinde dagilim
gosterdigi bilinmektedir (Scholte ve Schaffner, 2007). Orijinal tiiriin ormanlik alan
orjinli oldugu ve bolge ormanlarinda bulunan maymun ve diger yerel hayvanlar

tizerinden beslendigi diisiiniilmektedir (Paupy vd., 2001). Tiiriin ormanlik alanlarda
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insanlara saldirmasindan dolay1 tiire bolge halki arasinda ayni zamanda “Orman
sivrisinegi” de denilmektedir (Scholte ve Schaffner, 2007). Ae. albopictus, Giineydogu
Asya'da genis bir dogal cografi dagilima sahiptir. Giinlimiizde ise bu tiir agirlikli olarak
Asya'nin kirsal ve yari kirsal alanlarinda bulunmakla beraber, Kuala Lumpur, Singapur
ve Tokyo gibi vejetasyonun yogun oldugu alanlarda da yiiksek oranlarda bulundugu
bildirilmistir (Hawley, 1988). Tiiriin Asya kitasinda iki farkli soyu bilinmektedir
bunlar Pekin, Cin ve Honshu, Japonya gibi 1liman kuzey ortamlarina uyum saglamis
iliman soy ve Malezya, Hindistan ve Sri Lanka'daki giiney tropikal kosullarina uyum
saglamis tropikal soydur (Hawley, 1988). Bu soylar yumurta diyapozu, konak
tercihleri, biyolojik ve iklimsel uyum agisindan farklilik gostermetedirler (Kamgang
vd., 2011; Zitko vd., 2011; Ruiling vd., 2018).

Ae. albopictus kiiresel istilac1 tiirler veri tabanina gore en tehlikeli 100
yayilimer tiir arasinda 4. olarak listelenmis bir tiirdiir (Van Gompel ve Van Bortel,
2008). Tirtin bu listede en yiliksek yayilimi gdsteren bocek tiirii olmasi, yeni yerleri
istila etme kapasitesinin ne kadar yiiksek oldugunun bir gostergesidir. Bu tiiriin bu
kadar kolay yayilabilmesi tiiriin biyolojik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Ae.
albopictus'un Ae. aegypti‘ye gore daha uzak kuzey bolgelere yayilim gésterdigi tespit
edilmistir. Bu iki tiir arasindaki en 6nemli farklilik olan Ae. albopictus'un iliman
bolgelerde kis mevsimi sirasinda dormant (uyku hali) konuma gecerek diisiik
sicakliklara adapte olma yeteneginin var olmasi, bu yayilimin en 6nemli sebeplerinden
birisidir. Japonya ve Amerika'da Ae. albopictus kolonileri iizerinde yapilan iklimsel
alan ve laboratuvar ¢aligmalari, bu tiiriin kesintisiz iireyebilme kapasitesine sahip
oldugunu ve Japonya'da ortalama 10°C ve Amerika'da ise -5°C'de hayatta
kalabildiklerini gostermistir (Mitchell, 1995; Kobayashi vd., 2002; Delatte vd., 2009).
Ayrica sicaklik 0°C altina diistiigiinde tiiriin yumurtalar1 da dormant konuma
gecmektedirler (Mitchell, 1995). Tiiriin ¢ok diisiik sicakliklara dayanabilmesinin
nedeninin diisiik sicakliklarda yiiksek miktarlarda yag sentezleme ve yine yiiksek
miktarlarda yumurta yag: tiretebilme yetenekleriyle biiyiik dlciide baglantili oldugu
bulunmustur (Paupy vd., 2009). Ae. albopictus‘da larval lipogenesisin Ae. aegypti‘ye
gore daha fazla oldugu da tespit edilmistir ki bu da tiirin daha uzak kuzey bolgelere
yayilabilmesini de kismen agiklayabilmektedir (Briegel ve Timmermann, 2001).
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Ae. albopictus cok cesitli ekolojik 6zellikler gosteren habitatlara hizli adapte
olmasimi saglayan giiglii ekolojik plastisite gosterir. Tiriin Asya ormanlar1 orjinli
olmasma ragmen su anda orijininden ¢ok farkli habitatlarda hizli bir sekilde
kolonilesebilmesi bunun en biiylik kanitidir. Tiiriin larval iireme alanlar1 ¢ok genistir
ve bambu ¢ubuklari, Bromeliaceae familyasina ait bitkiler ve agag¢ delikleri gibi dogal
habitatlarin yani sira, su depolama konteynirlari, eski araba lastikleri gibi birgok da
dogal olmayan habitatlar1 icerir (Hawley, 1988). Tiir mevsimsel, bolgesel, konak
bulunabilirligi ve insan habitatlarinin dogal yapist gibi ¢esitli nedenlerden
kaynaklanan bazi istisnai durumlar diginda, genel olarak Ozellikle sabah erken
saatlerde ve Ogleden sonra gec saatlerde beslenmeyi tercih eden oldukga agresif,
giindiizciil ve disarida beslenen bir tiirdiir (Paupy vd., 2009). Tiir ayn1 gonotrofik
dongii igerisinde birden fazla konaktan beslenebilir. Tiir konak olarak genellikle
memelileri tercih etmesine ragmen kuslari, siiriingen ve amfibileri de igeren ¢ok gesitli
sicak ve sogukkanli hayvanlari da tercih ettigi tespit edilmistir (Scholte ve Schaffner,
2007). Tiriin firsat¢1 ve zoofilik beslenme davranisi genel olarak insan patojenleri i¢in
zayif bir vektor oldugunu disiindiirtse de insan konagina karsi hayvan konagini tercih
etmesinin sivrisinek popiilasyonunun cografik orijinine gore oldukg¢a degiskenlik
gosterdigi, insan ve hayvan tuzaklari arasinda segme sansi verildiginde insanlari tercih
ettikleri gozlenmistir (Richards vd., 2006; Niebylski vd., 1994). Ayrica Ae. albopictus
'un ¢ok ¢esitli konaklar {izerinden beslenmesi dogurganlik (fekundite) ve hayatta
kalma gibi biyolojik 6zelliklerini giiclendirirken ayn1 zamanda zoonotik patojenlerin
hayvandan hayvana ve hayvandan insana bulagim riskini de arttirmaktadir (Paupy vd.,
2009). Bu genis konak tercihi ayni zamanda da tiiriin farkli konaklar1 bulunduran
habitatlar1 kolayca isgal etmesine de yardimei olmaktadir.

Tiriin erken donem yayiliminda Giineydogu Asya'dan Hint-Malayan
Yarimadasi'na ve Hint Okyanusu adalarina dogru ilk hareketi, 17. ve 18. yiizyillarda
uluslararast ticaretle insan goclindeki artistan kaynaklanmis olabilecegi
diistintilmektedir (Paupy vd., 2009; Maynard vd., 2017). Ae. albopictus'un yayilimin
insan aktiviteleriyle olan iligkisini, ara¢ lastiklerinin gemi nakliyeleriyle kitalar arasi
taginmasi sebebiyle tiiriin 1985 yilinda Amerika'ya giris yapmasi oldukea agik sekilde
gostermistir (Reiter ve Sprenger, 1987). Glintimiizde Ae. albopictus, Amerika'dan

Arjantin’e kadar bircok Amerika iilkesinde, Hawai, Solomon ve Fiji gibi ¢ok sayida
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Pasifik adasinda ve Avustralya'da bulunmaktadir (Paupy vd., 2009). Tiir Afrika'da ilk
kez 1989 yilinda Giiney Afrika'da ve daha sonra da Nijerya, Kamerun, Ekvatoryal
Gine ve Gabon'da tespit edilmistir (Paupy vd., 2009).

Avrupa'da iki farkli Ae. albopictus istilasi bilinir: 1979'da Arnavutluk (Adhami
and Murati, 1987) ve 1990'da Italya (Sabatini vd., 1990; Dalla Pozza and Majori,
1992). Tiir, 1990'11 yillardan itibaren Bosna-Hersek, Hirvatistan, Belgika, Yunanistan,
Karadag, Fransa, Italya, Hollanda, Sirbistan, Slovenya, Ispanya ve Isvigre,
Bulgaristan, Almanya, San Marino, Malta, Monaco, Giircistan ve Vatikan gibi diger
tilkelerde rapor edilmistir (Scholte ve Schaffner, 2007; Gatt vd., 2009; Petric, 2009).
Gilinlimiizde tiir ¢esitli yollardan neredeyse tiim Avrupa'y1 isgal etmistir (Sherpa vd.,
2019, Konorov vd., 2021). Bu tiir daha 6nce Tiirkiye g¢evresinde Balkanlar ve
Kafkaslarda kaydedilmistir (Samanidou-Voyadjoglou vd., 2005, Giatropoulos vd.,
2012; Konorov vd., 2021). Balkanlar'da, Ae. albopictus ilk kez 2005 yilinda kuzeybati
Yunanistan'da rapor edilmis ve en olas1 istila yolunun Arnavutluk ve/veya italya'dan
Yunanistan'a giden feribot trafiginden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Samanidou-
Voyadjoglou vd., 2005; Giatropoulos vd., 2012). Ae. albopictus‘un Bulgaristan'daki
varligi 2005'ten 6nce bilinmesine ragmen ilk olarak 2011'de bir bilimsel toplantida
rapor edilmistir (Samanidou-Voyadjoglou vd., 2005, Oter vd., 2013). Tiir Kafkasya’da
ilk olarak 2011 yilinda Sochi/Rusya'da (Kuzey Kafkasya) tespit edilmistir
(Ganushkina vd., 2012). Sonraki birka¢ yil i¢inde neredeyse tim Bati Karadeniz
kiyilarinda rapor edilmis ve sonunda 2015'te Giircistan ve Tiirkiye'de tespit edilmistir
(Akmer vd., 2016; Konorov vd., 2021).

Avrupa'da, Ae. albopictus'un iki farkli iklimsel soyu mevcuttur: Amerika
kokenli 1liman iklimli Japon soyundan gelen italya soyu ve Cin soyundan gelen
Arnavut soyu (Kamgang vd., 2011; Zitko vd., 2011; Ruiling vd., 2018).

Tiirkiye'de ise ilk defa Oter vd. (2013) tarafindan 2011 yilinda yapilan
caligmada Tiirkiye-Yunanistan siir1 yakinlarinda tiirlin yumurtalarina ve larvalarina
rastlanmistir. Ancak bu ¢alismadan sonraki donemlerde aragtirma yapilmasina ragmen
alanda yerlesik popiilasyonlara rastlanmamustir (Oter vd., 2013). 2015 yilinda yapilan
calisma neticesinde iilkemizin kuzeydogu simir hattindan (Artvin Sarp) itibaren
Giresun hattina kadar yayildiklari, yerlesik popiilasyonlar olusturduklar
belirlenmistir. (Akiner vd., 2016). Ilk yillarda tiirle miicadele baslatilmis ve yerlesik
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popiilasyon olusturduklar1 Artvin, Rize ve Trabzon’da tiirle ugckun ve larval miicadele
baslatilmistir (Akiner vd., 2018). 2019 yilinda tiiriin vektorliikk durumlart arastirilmig
ve tiirtin Bat1 Nil viriisti, Ae. filaviviris ve Cell fusing agent virtislerini tasidiklar
belirlenmistir (Akiner vd., 2019).

Onceki genetik arastirmalar, Yunan soyunun k&keninin orta Italya ve
Arnavutluk soylari arasindaki bir karisim oldugunu ve Dogu Karadeniz bolgesindeki
Ae. albopictus popiilasyonlarmin kdkeninin kuzey Italya soyundan koken aldig
belirlenmistir (Sherpa vd., 2019). 2021 yilinda tiiriin yayilim alanlarinin igeren
calismalar yapilmis ve calismalarda tiiriin Marmara, Karadeniz sahil hatt1 ve Ege
bolgesinde dagildigr belirlenmistir (Ali ve Oztemiz, 2021; Demirci vd., 2021a).
Tiirkiye'den morfometrik analiz kullanilarak yapilan dnceki ¢alismada, Aliaga limam
(Ege) popiilasyonunun Karadeniz ve Marmara popiilasyonlarindan ayr1 oldugu
belirlenmistir (Demirci vd., 2021b).

Ae. aegypti, geleneksel olarak “Sarthumma sivrisinegi” olarak bilinir. Tiirlin
anavatan1 Afrika kitasidir. Tiiriin ilk olarak Amerika kitasina koéle ticareti yoluyla giris
yaptig1 bilinmektedir. 1950'lere gelindiginde, tiir hemen hemen tiim Akdeniz
tilkelerinde ve hem kiy1 hem de i¢ bolgeleri kapsayan Karadeniz ¢evresinde ve doguda
Hazar Denizi'ne (Portekiz, Ispanya, eski Yugoslavya, Yunanistan, Ukrayna, Tiirkiye,
Fransa, Ingiltere ve Rusya) yerlesmistir (Mitchel, 1995). Ancak gecmis kayitlarda
tirtin higbir zaman 44° 30' kuzey enleminin kuzeyine yerlesmemistir. Bu durumun
sebebi tlirtin kis durgunlugunun goériilmemesidir (Schaffner ve Mathis, 2014). Bu
nedenle tiiriin 50° kuzey ve 50° giiney enlemleri arasinda yayilim gosterebilecegi
ongoriilmektedir (Nelson, 1986). 1950'lerden sonra Ae. aegypti, Akdeniz bolgesinden
kaybolmustur. Bu ortadan kaybolma, sitma bulagtiran Anopheles tiirlerini hedefleyen
DDT kullaniminin, Yunanistan da ortaya ¢ikan deng salginina kars1 yapilan vektor
kontrol onlemleri, daha soguk kislarin ve belki de daha da 6nemlisi sanitasyondaki,
ozellikle i¢ mekan tesisatindaki gelismelerin bir kombinasyonu oldugu
diistintilmektedir (Kotsakiozi vd., 2018). Ancak 1960 ve 2000 yillar1 arasinda, tiir bir
kez Italya'da (1972), Israil'de (1974) goriiliirken 5 kez Tiirkiye'de (1961, 1984, 1992,
1993, 2001) raslantisal olarak belirlenmis ancak tiir yerlesik populasyonlar
olusturmadig belirlenmistir (Mitchel, 1995; Schaffner ve Mathis, 2014). 50 yillik bir
aradan sonra, 2001 yilinda Rusya'nin Soc¢i bolgesinde ve ardindan 2005 yilinda
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Portekiz'in Madeira adasinda tespit edilmistir (Margarita vd., 2006). 2008 yilina
gelindiginde, Giircistan, Rusya ve 2015 yilinda Tiirkiye’den bildirilen popiilasyonlarla
Karadeniz’in dogu kiyisini tamamen isgal etmistir (Riabova vd., 2005; Almeida vd.,
2007; Yunicheva vd., 2008; Akiner vd., 2016; Ganushkina vd., 2016).

Giintimiizde Ae. aegypti Afrika kitasi dahil olmak {izere tropik bolgelerde ve
giineydogu Amerika Birlesik Devletleri, Orta Dogu, Giineydogu Asya, Pasifik ve
Kuzey Avustralya'nin Hint Adalar1 gibi tropikal bdlgede dagilmaktadir. Avrupa
kitasinda ise Portekiz Madeira adasi1 hari¢ Anakara’da Dogu Karadeniz bolgesinde
yerlesik popiilasyonlar1 bulunmaktadir. Ayrica tiirtin 2022 yilinda Giiney Kibris’ta
yerlesik popiilasyonlar olusturdugu tespit edilmistir (Soumahoro vd., 2010; ECDC,
2023; Marlen I Vazquez bireysel goriisme).

Ae. aegypti’nin beslenme davranisi, larval habitat ve erginler bireylerde viicut
renklenmelerine gore ti¢ farkli biyotipi bilinmektedir. Bu biyotipler tipik olarak bilinen
Ae. aegypti aegypti, Ae. aegypti queenslandensis ve Ae. aegypti formosus’dur. Bu
formlardan Ae. aegypti aegypti, ve Ae. aegypti queenslandensis Afrika kitasindan ilk
olarak Amerika, sonrasinda ise Avrupa kitasina yayilan iki biyotiptir (Nelson, 1986).

Ae. aegypti aegypti formu ilk olarak 15. Yiizyilda Afrika kitasina giden
Avrupalilar tarafindan basta Avrupa olmak iizere diinyanin cesitli yerlerine
dagilmistir. Giiniimiizde en genis cografi dagilima sahip biotiptir (Kraemer vd., 2015)
Formun genis olanlara yayilmasi ayn1 zamanda deng hummasi, chikungunya, zika ve
kentsel sart humma gibi arboviriislerin ana vektorii olarak kabul edilmesine neden
olmustur. Biotipin vektdrel 6neminin fazla olmasi biotipin yagam alan1 olarak kapali
alanlar1 6zelllikle ev iglerini tercih etmesinin onemi biiyiiktiir. Biyotip soluk veya
kahverengimsi renklenme ile karakterize edilir (Soghigian vd., 2020; Fonseca Janior
vd., 2019).

Ae. aegypti formosus, Afrika kitasinda bulunan biyotiptir. Bu biyotip ayni
zamanda diger biyotiplerin atas1 alarak kabul edilir. Form giiniimiizde yumurtalarinin
agac kovuklarinda bulundugu ve disilerinin insan olmayan memelilerden kan emmeyi
tercih ettigi Sahra-alt1 Afrika'daki tropik ormanlarda hala tirer (Schaffner ve Mathis,
2014). Ilk olarak Sierra Leone'de tanimlanmis, ancak dogu ve giiney Sahra alti
Afrika'daki ormanlik bolgelerde de rapor edilmistir. Abdominal pullarinin koyu
kahverengi ila siyah olmamasi ile karakterize edilir. (Mori vd., 2016; Rasi¢ vd., 2016).
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Ae. aegypti queenslandensis (Theobald, 1901), ilk olarak Burpengary,
Queensland, Avustralya'da tanimlanmistir. Ancak biyotip Asya, Okyanusya, Avrupa
ve Kuzey Afrika, Akdeniz bolgesinde de yayillim gostermektedir (Mori vd., 2016;
Rasi¢ vd., 2016).

Ae. aegypti genellikle insanla yakin iligki iginde kentsel ve yari kentsel
ortamlarda bulunur. Disi Ae. aegypti, diger hayvanlar mevcut oldugunda bile
genellikle olduke¢a antropofiliktir, ancak diger memeliler ve kuslarla beslendikleri
bilinmektedir. Disiler beslenmek i¢in evlere kolayca girerler. Yetigkinler, kanla
beslenen konagin yakininda ciftlesirler ve kaynak bulmak i¢in gerekenden daha uzaga
ugmazlar (Turell vd., 2005; Reiter, 2010; Dieng vd., 2012; Ong vd.,2021).

Ae. aegypti tipki1 Ae. albopictus gibi yumurtalarini yumurta birakma alanlarinin
kenarina birakir. Yumurtalar haftalarca susuz ortamda kalabilmektedir (Juliano ve
Philip Lounibos, 2005). Dogal alanlarda Ae. aegypti yumurtalarinin tiirler agag
deliklerinde, c¢iirimiis agac kiitiiklerine ve kaya kovuklarina birakirken, kentsel
habitatlara uyum saglamasiyla yumurtlama alanlarin1 vazolar, su tanklar1 ve
kullanilmis araba lastikleri gibi insan habitatlariyla baglantili dogal veya yapay kaplara
alanlara birakirlar (Jansen ve Beebe, 2010; Weaver ve Reisen, 2010). Tiirlin ayrica
septik tanklar gibi yeralti su habitatlarin1 da etkili bir sekilde kullandigr ve aym
bolgedeki hem kapali hem de agik alan yumurtlama habitatlarini kullanmaya adapte
oldugu bulunmustur (Barrera vd., 2008).

Ae. aegypti, hem dinlenme, hem de konak bulunabilirligi agisindan insan
habitatlarini tercih ettigi icin, insanlarin yasam alanlar1 olan evlerde oldukca fazla
bulunmaktadir (Reiter, 2010; Jansen ve Beebe, 2010; Weaver ve Reisen, 2010). Tiir,
Ae. albopictus gibi giindiizciil ve genel olarak sabah erken saatlerde ve 6gleden sonra
gec saatlerde beslenmeyi tercih eden bir tiir olmasina ragmen, onun gibi sadece
digarida beslenen bir tiir degildir. Ayrica Ae. albopictus kadar da agresif saldirgan
davranig sergilemez (Jansen ve Beebe, 2010; Turell vd., 2005).

Deng hummasi, dongiisiinii sivrisinekler ve insanlar arasinda siirdiiren ve
Flavivirus familyasina ait deng virusiiniin herhangi dort serotipinin (DENV-1-4) neden
oldugu sivrisinek kaynakli bir hastaliktir. Bu serotiplerden herhangi birisiyle enfekte
olmak diger serotipler i¢in bagisiklik kazandirmaz, dolayisiyla deng endemik bir

alanda yasayan insanlar hayatlar1 boyunca bu dort serotipin hepsiyle hastalik
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kapabilirler (Gubler ve Clark, 1995). Deng hummasi igin birincil vektor Ae. aegypti
tiirti sivrisinek olmasina ragmen Ae. albopictus 'ta deng hummasi igin ¢ok 6nemli bir
vektordiir (Rezza vd., 2007, Moutailler vd., 2009). Hastalik ilk defa 1779-1780
yillarinda Asya, Afrika ve Kuzey Amerika'daki salginlarla rapor edilmistir. Diinya'da
deng hummasinin yayilisi son yillarda ciddi sekilde artmistir. Bu hastalik tiim diinyada
2,5 milyardan fazla insan1 tehdit ederken her yil 50 milyon insanin enfekte olmasina
sebep olmaktadir. Gilinimiizde Ae. aegypti kaynakli genis ¢apli deng hummasi
epidemileri Amerika, Giineydogu Asya ve Bati Pasifikde kendini gosterirken, 100 den
fazla tilkede endemiktir. 2012 yilinda Portekiz otonom bdlgesi olan Madeira'da Ae.
aegypti kaynakl biiyiik bir salgin meydana gelmistir (Sousa vd., 2012). Salgin 2012
yili1 Ekim ayinda baglamis 2013 yili Ocak ayma kadar 2000 den fazla vakaya sebep
olmustur (ECDC, 2013). Ayrica adadan dénen Avrupa'li 78 turistte de hastalik tespit
edilmistir (ECDC, 2013). 1977-1978 yillarinda Reunion Adasi'nda ve 2001-2002
yillarinda Hawai Adasi'nda Ae. albopictus kaynakli deng hummasi epidemileri
meydana gelmistir (Effler vd., 2005). Ayrica 2004 yilinda Reunion Adasi'nda tekrar
bir salgin olmus ve 2009 yilinda da Mauritius'da en az 220 vakaya sebep olan Ae.
albopictus kaynakli salginlar bildirilmistir (Ramchurn vd., 2009; ECDC, 2013).

Sarthumma viriisti de Flaviviriis familyasina aittir ve 6nemli 6liim oranlariyla
sonuglanan viral kanamali atese sebep olur. Sarthumma i¢in de tipki deng hummasinda
oldugu gibi birincil vektor Ae. aegypti tirli sivrisinek olmasina ragmen Ae.
albopictus'ta deng hummasi igin ¢ok 6nemli bir vektordiir (Rezza vd., 2007, Moutailler
vd., 2009). Hastalikta 6lim oranlar1 % 20-50 arasinda degismektedir (Monath ve
Cetron, 2002). Hastalik Afrika ve Orta/Giliney Amerika'da goriilmektedir (Barret ve
Higgs, 2007). Gegmiste Avrupa'da ve Kuzey Amerika'da genis salginlar gozlenmistir
ve 20. ylizyilin ortalarindan sonra tiim Akdeniz bolgesinde ortadan kaybolmustur
(Reiter, 2010). Ancak yakin zamanda Almanya, Belgika, Ispanya, Fransa, Hollanda ve
Isvigre'den (Monath ve Cetron, 2002; Kiehl, 1999; Colebunders, 2001) dis kaynakli
vakalar bildirilmistir.

Chikungunya hastaliginin vektorliigii de Aedes cinsi sivrisinekler tarafindan
yapilir. Viriis ilk defa 1935 yilinda Tanzanya'da izole edilmistir. Virlis Togaviridae
familyasinin Alphavirus genusuna aittir (Pialoux vd., 2007). Hastalik ates, deri

dokiintiisii ve eklem agrist gibi belirtilerle kendini gosterir. Hastalik eklem agrisi
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belirtileri disinda vektor tiirler, klinik belirtiler ve cografik dagilim olarak deng
hummast ile ayni 6zellikleri tasir (Pialoux vd., 2007). Viriis; enfekte insanlarla ve
vektor Ae. albopictus 'un Belgika, Bosna, Hirvatistan, Fransa, Yunanistan, Hollanda,
Sirbistan, Ispanya, Isvigre ve Orta Amerika, Brezilya ve USA'a girmesiyle, artik
Avrupa'da ve Amerika'da da yayilim gostermektedir (Depoortere ve Coulombier,
2006; Parola vd., 2006). Ae. albopictus 'un varligina dair kayitlar verilmeden once bile
Avrupa'da chinkungunya viriisiiniin dagilimi1 i¢in riskli bolgeler arasinda gosterilen
Tiirkiye ise vektoriin varligindan sonra bu hastalik i¢in ileri seviyede riskli alanlar
arasina girmistir (Tilston vd., 2008; Oter vd., 2013).

Ae. aegypti chikungunya viriisii i¢in birincil vektordiir (De Lamballerie vd.,
2008). Ae. aegypti Afrika, Hindistan ve Giineydogu Asya'daki diger iilkelerdeki biitiin
chikungunya salginlarindan neredeyse tek bagina sorumludur (Mavale vd., 2010). Ae.
aegypti 2004 yilinda Kenya'da ve 2005 yilinda Comoros adalarinda popiilasyonun %
63 inii etkileyen ¢ok biiyiik chikugunya salginlarina sebep olmustur (Staples vd.,
2009). 2010-2011 yilinda ise Yemen'de bir chikungunya salgini meydana gelmis ve
salgimin oldugu yerlerden toplanan Ae. aegypti bireylerinde viriis tespit edilmistir
(Zayed vd., 2012). Ae. albopictus ise viriislii kanin 2 giin i¢inde sindirilmesiyle,
chikungunya viriisiinii enzootik (bolgesel) veya koprii vektor olarak bulastirabilme
kapasitesine sahiptir. Ae. albopictus 'un 2005-2007 yillarinda La Reunion adasinda,
2007'de Italya'da ve 2010 yillarinda Fransa'da meydana gelen chikungunya
salginlarinin sorumlu vektorii oldugu tespit edilmistir (Gould vd., 2010).

Ae. aegypti'nin birincil olarak ve Ae. albopictus 'un ise potansiyel olarak
vektorliik yaptig1 zika viriisii ise Flaviviridae familyas: ve Flavivirus cinsine ait bir
viriistiir. ZIKV ilk defa 1947 yilinda Uganda'da bir maymundan izole edilmistir ve
daha sonra az da olsa Afrika ve Asya'da insan enfeksiyonlar1 goriilmistiir (Hayes,
2009). 2007 yilinda giineydogu Pasifik Okyanusu'ndaki Yap adasinda kizariklik,
eklem agris1 ve konjuktivitis belirtileriyle ortaya ¢ikmis orta dereceli bir zika virtisii
salgin1 meydana gelmistir, bu salgmla virlis Afrika ve Asya disinda ilk kez tespit
edilmistir (Hayes, 2009). 2013 yilinda Ekim ayinda Fransiz Polinezya’sinda meydana
gelen ve 28000 vakayla populasyonun yaklasik % 11'ini etkileyen salgina kadar
Pasifik'de daha sonra goriilmemistir (Kutsuna vd., 2014). Diinya Saglk Orgiitii 2
Mayis 2016 tarihinde yaptigr agiklamada Avrupa'da zika epidemilerinin goriillmeye
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baslanabilecegini ve bu salginlarin iilkelere gore farklilik gosterebilecegini, 6zellikle
Ae. aegypti'nin yayilim gosterdigi iilkelerde hastalik riskinin oldukga yiiksek oldugunu
belirtmistir. Ae. albopictus 'un yayilim gosterdigi ve i¢inde Tiirkiye, Giircistan, italya,
Ispanya, Yunanistan gibi 18 Avrupa iilkesinde de orta diizeyde salgmlar beklendigi
bildirilmistir. Bu durumda Tiirkiye zika viriisii igin yiiksek riskli bolgeler arasina
girmistir (WHO, 2016). Zika viriisiiniin belirtileri deng ya da sarthumma gibi diger
arboviriis enfeksiyonlarinin semptomlarina olduk¢a benzerlik gosterir ve gozlerde
kizarma, kusma, dokiintii, kas ve eklem agrisi1 gibi belirtiler verir. Viriisiin bulastigi
kisilerde belirtiler yaklasik bir hafta i¢inde ortaya ¢ikar ve 2 ile 7 giin arasinda sonlanur.
Hastalikta 6liim nadir olarak gergeklesse de bu virlis hamile kadinlar i¢in ¢ok biiyiik
risk olusturmaktadir. Zika viriisii hamile kadinlarda fetlise gecer ve bebeklerde agir
zeka geriligine yol acan mikrosefaliye (kiigiik kafa sendromu) neden olur. 2015 yili
Nisan aymdan beri bilinen en biiyiik zika viriisii salgmi yasanan Brezilya'da
mikrosefalili olarak dogan ¢ocuklarin sayisinda ki artig viriis ile hastalik arasindaki
baglantiy1 dogrulamis durumda ve son arastirmalar 2015-2016 arasinda ortaya ¢ikan
mikrosefali vakalarinin 5000 civarina ulastigin1 gostermektedir (Mlakar vd., 2016).
Ayrica 2013 yilinda Fransiz Polinezyasinda ve daha sonrasinda ise Brezilya'da
meydana gelen zika salginlarindan sonra viriisiin bulastigi bazi hastalarda bagisiklik
sisteminin baskilanmasiyla ortaya ¢ikan ve sinirlerin miyelin kiliflarim1 kaybetmeleri
sonucu sinir iletiminin azalmasiyla kas gii¢siizliigli, felg, duyu bozuklugu ve son
asamada solunum yetmezligi belirtileri veren otoimmiin bir hastalik olan Guillain-
Barré sendromunun gelismesiyle virlisiin bu sendromla baglantis1 da ortaya ¢ikmis
durumdadir (Brasil vd., 2016).

Arboviral hastaliklarin omurgali konaklarinda ve sivrisineklerde tespitinde
RNA sekanslarmin kullanildigr niikleik asit analizlerini ve serolojik testleri kapsayan
cok ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Enzime-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) ydntemi, antikor veya antijeni dogrudan baglama prensibiyle calisan ve en
yaygin olarak kullanilan yontemlerden bir tanesidir (Stafinakos ve Heyman, 2005). Bu
test serum igerisindeki virlis enfeksiyonunu antijen-antikor 6zgiilliiglinii kullanarak
tespit eder. ikinci bir test olan Vectest® antijen panel yontemi ise Medikal Analiz
Sistemleri tarafindan gruplanan sivrisineklerde virus antijenlerini tespit etmek i¢in

gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontemde tip-spesifik monoklonal antikorlarin virus
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antijenlerine kars1 kullanir ve renk degisimi antijen varligin1 gosterir. Bu yontem RT-
PZR yontemine gore daha az hassastir ve drnegin icerisinde sadece antijenin varligini
belirleyebiliyorken viral antijenin kantitatif degerlendirmesi konusunda higbir bilgi
vermez (Nasci vd., 2002).

RNA sekanslarmin kullanildig1 yontemlerden en ¢ok kullanilanlar ise RT-PZR
ve nested PZR yontemleridir. RT-PZR, Taq DNA polimerazin 5°-3” eksoniikleaz
aktivitesi temeline dayanir (Leutenegger, 2009). Yontemde kullanilan ileri primer, bir
tanesi belirleyici (6-karboksifluoreskin (FAM)), digeri ise bu boyanin spektrumunu
zenginlestirici (6-karboksil-tetrametil-rhodamine (TAMRA)) iki tane floresan boya
tasir. Polimeraz zincir reaksiyonu primeri uzattifi zaman, probe yer degistirir ve
polimerazdaki aktivite belirleyici boyay1r probdan ayirir. Belirleyici boya serbest
kaldig1 zaman, bir floresan sinyal olusur ve olusan bu sinyal optik bir belirleyici
sistemle okunur. Bu teknik floresan boyali problardan dolayr viriis tespitinde
arttirtlmis bir hassaslik gosterir.

Nested PZR ise birbirini takip eden iki polimeraz zinciri reaksiyonundan
olusur. Yontemde istenilen amplifiye dizilerin i¢ bolgesinin ¢ogaltilmasi ile dizayn
edilen ikinci bir PZR yontemi uygulanmaktadir. Uygulanan ilk amplifikasyonda, hedef
DNA dizisinin dig, bolgesine 6zgii iki dis primer kullanilarak uzun bir bolgenin
cogaltilmast  gerceklesmektedir. ikinci amplifikasyon mekanizmasinda, ilk
amplifikasyondan gelen bdlgenin i¢ bdlgesine baglanan iki i¢ primer kullanilarak
kiiclik alanin ¢ogaltilmasi1 saglanmaktadir. Nested PZR’1n istenilen dizinin bulunup
cogaltilmasinda hassasiyeti 104 kat artirdigi tahmin edilmektedir ve ikinci PZR
isleminden sonra ortamda istenilmeyen dizi kalmamaktadir. Ikinci PZR isleminde
kullanilan primerlerin 3* ucunda bulunan iki veya ii¢ niikleotidlik dizi yontemin
hassasiyetini ortaya ¢ikarmaktadir.

Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) yontemi ise, BNV nii de
i¢ine alan bir¢ok patojeni tespit etmek i¢in kullanilan olduke¢a gii¢lii bir amplifikasyon
yontemidir. Bu yontemde reverse transkriptaz, T7 RNA polimeraz ve RNaz H’1 iceren
ic tane enzim kullanilir. Amplifiye edilmis RNA {irtinti, amplifikasyon reaksiyonu
igerisinde yer alan molekiiler isaretli problarin kullanimiyla tespit edilir (Lanciotti vd.,
2000). Molekiiler isaret bir tane 5” floresan boya ve bir 4-dimetilaminofenilazbenzol

icerir. Eger calisgilan 6rnek BNV pozitif ise, prob hedef bolgeyle hibridize olur,

19



belirleyici boyay1 zenginlestirici boyadan ayirir ve floresan sinyalde Ol¢iilebilir bir
artisa sebep olur. Bu yontemin avantaji sonuglar1 1 saatten daha kisa bir siirede
verebilmesidir.

Sivrisineklerde ve omurgali konaklarinda arbovirus tespiti i¢in kullanilan tiim
yontemler etkili olmakla beraber, hepsi bazi sinirlamalara sahiptir. Sonug olarak, PZR
yontemleri canli virusii tespit etmek icin kullanilan standart hiicre kiiltiirii
yontemlerinin yerini almistir (Lanciotti vd., 2000). Vero hiicre kiiltiirleri, tiremis
herhangi bir viriisiin tespit edilmesinde ¢ok hassas olmalarina ragmen pahali ve yavas
yontemlerdir.

Genetik ¢aligmalar, belirli genetik belirteclerin popiilasyon parametrelerini
anlamak i¢in kullanilabilecegini ortaya koymustur. Mitokondriyal DNA (mtDNA), ve
genomik DNA belirtegleri boceklerde genetik siiriiklenmeyi ve genetik farklilagsmay1
O0l¢mek i¢in molekiiler ¢alismalarda en ¢ok kullanilan belirtectir ve niikleer DNA'dan
daha hassastir (Avise, 1994). Basta COI, olmak tizere ND4 ve ND5 Aedes tiirlerinin
tanimlanmas1 ve popiilasyon yapisi ve filocografyasinin belirlenmesi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Birungi and Munstermann, 2002; Bosio vd., 2005; Mousson
vd., 2005; Bracco vd., 2007; Usmani-Brown, 2009; Delatte vd., 2011; Kamgang vd.,
2011; Zitko vd., 2011; Porretta vd., 2012; Beebe vd., 2013; Shaikevich and Talbalaghi,
2013; Zhong vd., 2013; Zawani vd., 2014; Elnour vd., 2020; Naim vd., 2020). Ayrica
ITS2 gen bolgeleri mitokondriyal gen bolgeleri kadar sik kullanilsa da bu ¢aligmalarda
tercih edilebilir. Hatta baz1 ¢calismalarda bu gen dizilerini birlestiren caligmalar da
mevcuttur (Hao vd., 2017; Z¢é-Z¢ vd., 2020; Khater vd., 2021).

Genetik ¢esitlilik  canlilarin  dogadaki basarilarmi  etkileyen G6nemli
parametredir. Yeni alana yerlesen yiiksek genetik cesitlilige sahip tiirlerin
poplilasyonu, yerlesme ve yayilma sirasinda daha basarili olabilir. Bunun yaninda
istilaci tiirler hem darbogaz hem de genetik stiriiklenme nedeniyle yerli tiirlere gore
daha diisiik bir genetik gesitlilik sergileyebilirler. Bu durum istilaci tiirler acisindan
olumsuz bir durum olarak goriilmesine ragmen tiirlerin yeni istila ettikleri alanlarda
belki de defalarca darbogaz ve kurucu etkisiyle karsilagsalarda yeni alanlarda basarili
olabilmektedir (Dlugosch vd.,2016).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Tiirlerin Dagilim Alanlarinin Belirlenmesi

Ae. aegypti ve Ae. albopictus tiirlerini dagilim alanlar1 ve yayilim 6ykiistiniin
belirleme islemi daha once literatiir de verilen kayitlar ve 2018-2022 yillar1 arasinda
yapilan arazi ¢alismalari kullanilarak gergeklestirilmistir. Hem bu ¢alismadan hem de

literatiirden rapor edilen veriler kullanilarak ArcGis 10.5’te haritalar hazirlanmistir.

2.2. Arazi Calismalar

Calisma kapsaminda daha once iki tiiriin iilkemizde var oldugu tespit edilen
Dogu Karadeniz bolgesinden baslamak {izere (Artvin, Rize, Trabzon) Karadeniz sahil
hattindan Samsun’a kadar tiiriin varlig1 arastirilmistir. Her iki tiir i¢in de Artvin Rize
ve Trabzon illerinde pozitif noktalar belirlemistir. Giresun ilinden baslanarak tiim
Karadeniz ve Ae. albopictus i¢in ilk kayit yeri olan Marmara ve Trakya bolgeleri
taranmistir. Diger taraftan tiirlerin Ege ve Akdeniz kiyilar1 ve Tirkiye’de insan
niifusunun yogun ve insan hareketinin fazla oldugu bilinen alanlarda yerlesim
alanlarmma yakin olan noktalarda yer alan kullanilmis lastik depolama alanlari,
lastikgiler ve i¢i su dolu plastik kaplar kontrol edilerek drneklem yapilmistir. Tiirler

icin tarama yapilan alanlar Sekil 3 ve Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 5. Ae. albopictus i¢in 6rneklem noktalar

Tiirlerin pozitiflik gosterdigi alanlarda ergin ve ergin Oncesi donemlere ait
orneklemeler yapilmistir. Ornekleme prosediirii amaca uygun olarak aktif ve dinlenme
halindeki ergin, larva ve yumurta olarak Avrupa Hastalik Kontrol Ajansi (ECDC)
tarafindan yayinlanmis olan protokollere uygun gerceklestirilmistir (ECDC, 2012). Bu
anlamda rotalar iizerinden gegen toplam 36 il taranmistir. Taranan bu illerde toplamda
Dogu ve Orta Karadeniz’de 274 pozitif alan, Bat1 Karadeniz ve Marmara’da 21 alan,
Istanbul ve Trakya’da 41 alan, Ege bdlgesinde 15 alan ve Dogu Anadolu bolgesinde 6
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alan pozitif olarak saptanmustir (Sekil 5). Ornek toplama alanlar1 konum bilgileri
Garmin Etrex Legend Hcx ® GPS cihazi kullanilarak WGS84 formatinda kayit altina
alimmustir. Ancak maliyetler g6z oniine alinarak yakin alanlar ¢alismadan ¢ikarilmistir.
Calisma i¢in segilen alanlar toplanan 6rnek tiirleri ve 6rnek toplama habitatlar1 Tablo

1 de verilmistir.

Tablo 1. Orneklem igin secilen alanlar ve drneklerin toplanma sekilleri

Bolge Ae. Ae.
il kodu LD HLC BG EVS OV albopictus aegypti Habitat
Al X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
A2 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
A3 X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
A4 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
A5 X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
A6 X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
A7 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
A8 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
A9 X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
Al0 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
All X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
Al2 X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Al3 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Al4 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Al5 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Al X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Al7 X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Artvin Al8 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R1T X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R2 X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R3 X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R4 X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R5 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R6 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R7 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R8 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
RO X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R10 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R11 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R12 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R13 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R4 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
R15 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Rize R16 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
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Tablo 1. (Devam) Orneklem i¢in secilen alanlar ve 6rneklerin toplanma

sekilleri
Bolge Ae. Ae.
il kodu LD HLC BG EVS OV albopictus aegypti Habitat
R17 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R18 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
R19 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
Rize R20 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T1 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yan1
T2 X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T3 X X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T4 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T5 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T6 X X X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T7 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
T8 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
Trabzon T9 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
Giresun Gl X X Atik lastik
Ordu 01 X X Atik lastik
Ell X X Atik lastik
Elazig El2 X X Atik lastik
Erzincan Erl X X Atik lastik
Sakarya S1 X X Atik lastik
Kol X X Atik lastik
Ko2 X X Atik lastik
Kocaeli Ko3 X X Atik lastik
11 X X X Atik lastik ve larval habitat yani
12 X X X Atik lastik ve larval habitat yani
Istanbul 13 X X X Atik lastik ve larval habitat yan
Kil X X X Atik lastik ve larval habitat yani
K2 X X X Atik lastik ve larval habitat yani
K13 X X X Atik lastik ve larval habitat yant
Kirklareli Ki4 X X X Atik lastik ve larval habitat yani
1z1 X X Atik lastik
122 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
Izmir 123 X X X Atik lastik ve larval habitat yani
M1 X X X Atik lastik ve larval habitat yani
Mugla MB1 X X X X Atik lastik ve larval habitat yani
GeoBl X X X Atik lastik
GeoK1l X X X Atik lastik
GeoTl X X X Atik lastik
Giircistan GeoP1 X X Atik lastik

2.3.  Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Her iki tiir i¢in muhtemel lireme alanlarinda bulunan yapay alanlar ve yar1
yapay alanlar (atik lastik igleri ve Dogu Karadeniz i¢in 6zellikle teleferik lastikleri),
atik plastik kaplar, cesme yalaklari, aga¢ kovuklari, klozet, lavabo vb. yapida atik
mermer icleri, ¢ati oluklari, saksi i¢leri, mezarlik basliklari, havuzlar, igerisinde su
birikmis metal i¢leri vb.) kontrol edilmistir. Alanlarda ergin oncesi (larva ve pupa)
sivrisinek ornekleri “kepge daldirma yontemi” (LD) ile toplanmistir. Ayn1 zamanda

larva 6rneklemi yapildig1 esnada bir kisi larva 6rnekleme yaparken diger bir kisi
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ornekleme yapan kisi lizerine gelen ergin bireyleri “human langing catch” (HLC)
yontemi ile agiz aspiratorii kullanilarak toplamistir (Bu durum dogal kosullar altinda
herhangi bir insan miidahalesi olmayan yontem oldugundan herhangi bir etik kurul
izni gerektirmemektedir). Ergin birey saldiris1 olmayan alanlarda ise HLC y6ntemi ile
orneklem yapilmamigtir. Araziden toplanan larva ve pupa drnekleri toplama alanlar
ve toplama tarihi etiketlenerek 50 mL’lik kaplar igerisinde canli olarak ya da % 70’lik
etanol icerisinde Olii olarak laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara canli olarak
getirilen O6rnekler ucu genisletilen pastor pipeti ile ayiklanarak 500ml hacme sahip
dikdortgen larva yetistirme kaplaria alinmistir. Larva yetistirme kab1 kabin 1/3 {ine
denk gelecek sekilde dinlendirilmis organik su eklenmistir. Larvalarin beslenmeleri
i¢in balik yemi (kaz cigeri) kullanilmistir. Pupa halinde toplanan 6rnekler ise ayri ayri
50cm x 50cm x 50cm’lik tiil kafeslere konularak ergin hale gelmeleri saglanmstir.
Larva olarak toplanan 6rnekler giinliik olarak kontrol edilmis pupa evresine gelen
ornekler kafeslere eklenmistir. Erginlesen 6rnekler morfolojik olarak tanimlanarak
calismalarda kullanilmak tizere -80°C’de saklanmustir.

Ergin Orneklerin toplanmasi yukarida belirtildigi gibi calismalar sirasinda
insanlara saldiran 6rneklerin toplanmasi ile yapilmistir. Bunu yaninda bazi uygun
habitatlarda gerek tiirlerin bolgede olmamasi gerekse tiirlerin popiilasyon seviyelerinin
diisiik olmasi sebebiyle calismalar sirasinda ergin 6rneklerine rastlanmamistir. Olasi
ergin Orneklerinin toplanmasi amaciyla fanli tuzaklar kullanilmistir. Ergin
orneklemesinde Aedes cinsi sivrisineklerin toplanmasinda siklikla kullanilan EVS
tuzak, BG sentinel tuzak olmak tizere iki farkli tuzak sistemi kullanilmistir. Tuzaklarin
cekicilikleri EVS tuzak sistemi i¢in 151k, BG sentinel tuzaklar i¢in ticari olarak satin
alinan BG sentinel tuzaklara 6zellestirilmis sivrisinek ¢ekigileri kullanilarak arttirildi.
Kullanilan tuzaklar, bir giin boyunca ¢alistirilmistir. Ertesi giin toplanan tuzaklardaki
Ae. albopictus ve Ae. aegypti 6rnekleri kuzu buz tlizerinde 6ldiiriilerek toplanan alan,
toplama tarithine gore etiketlenerek sivi azot igerisinde laboratuvara nakledilmistir.
Morfolojik ayrimlar1 yapilan 6rnekler tiir, toplama tarihi, toplama sekline gore daha
sonra yapilacak olan virilis taramalari i¢in havuzlamistir. Havuzlar olusturulurken
havuzdaki 6rnek sayisinin maksimum 40 olmasina dikkat edilmis, 40’dan fazla 6rnege
ek havuzlar olusturularak bu havuzlara aktarilirmistir (Tablo 13). Havuzlanan 6rnekler

laboratuvar ¢alismalarina kadar -80°C’de saklanmustir.
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Bazi alanlarda ise yumurta drneklemleri yapilmig drneklem islemi Ovitrap
tuzaklar kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan ovitrap tuzaklar larva ve ergin
orneklerinin toplanmasmin zor oldugu alanlarda ve Ae. aegypti Orneklerinin
toplanmasinda tercih edilmistir. Ovitrap olarak tercih edilen kaplar genel siyah renkli
yaklasik 250 mL’lik kaplardan olusmaktadir. Kaplar 3/2’sine kadar ¢lirlimiis organik
maddece zengin su ile doldurulduktan sonra kabin i¢ yilizeyi yumurtalar1 daha rahat
toplamak i¢in ¢imlendirme kagidi ile kaplanarak bir hafta buyunca arazide birakilarak
gerceklestirilmistir. Bir hafta sonra toplanan tuzaklardan elde edilen yumurta 6rnekleri
bir giinliik agik havada kurutulma isleminden sonra 500 mL’lik plastik lavra yetistirme
kaplarina alinarak yumurtalarin iizeri tamamen suyla kaplanacak sekilde su
eklenmistir. A¢ilan yumurtalar i¢in araziden toplanan larva orneklerine uygulanan
islemler aynen yiiriitiilmistiir. Toplanan her bir 6rneklem noktasina ait arazi koordinat
noktalari, 6rnek toplama alanlarina ait biyolojik, habitat ve ekolojik 6zellikler ile kayit

edilmistir.

2.4.  Morfolojik Tiir Ayrimi

Aedes cinsine ait olan 6rneklerin tiir ayrimi buz iizerinde yapilmis olup tiir
ayrimi, bilgisayar destekli stereo mikroskop ve elektronik ortamda yazili Schaffner vd.
(2001) tarafindan hazirlanan sivrisinek tiir tayin anahtari ile yapilmistir. Ae. albopictus
ve Ae. aegypti tiirlerine ait olan bireyler ¢alismalarda kullanilmistir. Tiirlerin teshisi

icin daha kolay olan ergin 6rnekler kullanilmistir.

2.5. DNA izolasyonu Yapilmasi

Arazi ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen ve morfolojik tiir tesisleri yapilmis
olan Ae. albopictus ve Ae. aegypti pozitif bulunan alanlardan elde edilen 6rneklerin
DNA izolasyonu i¢in Thermo Genejet® genomik DNA izolasyon kiti kullanilmistir.
DNA izolasyonu iireticinin daha once tavsiye ettigi protokole gore sivrisineklere
uyarlanarak gergeklestirilmistir. Protokol kisaca; 1,5 mL’lik steril epandorf igerisine
konulan tek birey tizerine 180 pL parcalama soliisyonu eklenerek mekanik parcalama
igin uyarlanmig ticari porselen ug¢ yardimi ile ezilmis ve her bir 6rnege 20’ser uL
proteinaz K eklenerek her 6rnek 1 dakika doyunca vortekslenip proteinlerin kimyasal

pargalanmasi i¢in 56°C derecede 3 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda her bir 6rnege
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10 uL RNAaz eklenerek pipet ucu ile karistirtlip 10 dakika 25°C derecede inkiibe
edilmistir. Bu agamasindan sonra eppendorflara 200 pL lizis soliisyonu eklenmis ve
her 6rnek 15- 20 saniye vortekslenip eppendorflara 400 uL % 50’lik alkol eklenip
karistirilmistir. Son karigim tretici tarafindan verilen kolona yiliklenmis ve kolon yeni
bir 2 mL’lik steril epandorfa aktarilarak 6000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonra kolon temiz bir epandorfa alinmis ve ilk epandorf atilmigtir. Kolona 500
ul yikama soliisyonu 1 eklenerek 6000 rpm de 1 dakika santfiij edilmistir. Eppendorfta
toplanan s1vi eppendorfla birlikte atilmistir. Kolon tekrardan steril 1.5 mL’lik epandorf
tiipe konularak iizerine 500 ul yikama soliisyonu 2 eklenerek 6000 rpm de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Dipte kalan ve kolondan siiziilen s1v1 kisim eppendorf tiiple birlikte
atilmis ve kolon 1.5 mL’lik yeni tiipe aktarilarak kolona 200 uL eliisyon soliisyonu
eklenmistir. Bu halde 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen 6rnekler 6000 rpm de 1
dakika santifiij edilmistir. Son asamada kolon atilip eppendorf tiipte toplanan kisim
alinmustir. Izole edilen 6rneklerde DNA varhig: ve kalitesi belirlemek igin % 2’lik
agaroz jelde elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir. Jeldeki DNA WISEUV ® jel
goriintiileme cihazi kullanilarak UV 1s1k altinda gorsellestirilmistir. Elde edilen
DNA'lar, PZR islemine kadar -20°C’de saklanmustir.

2.6.  Hedef Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

2.6.1. COI (C1) Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

COI gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in Folmer vd. (1994) tarafindan tanimlanan
ve ayni1 zamanda barkotlama primeri olarak bilinen HCO2198 ve LCO1490 primer
setleri kullanilmistir (Folmer vd., 1994). Bu gen bolgesi hem Ae. aegypti hem de Ae.
albopictus igin ¢ogaltilmistir ve protokol her iki tiir i¢in de ayn1 olarak kullanilmistur.
PZR karisimi Biolabs Tag DNA polimeraz kullanilarak hazirlanmistir. Karisim
tireticinin tavsiye ettigi oranlar (30 pL i¢in; 1 x PZR tamponu, her dNTP'den 10 pmol,
2 mM MgClz, 0,15 mg/mL bovin serum albiimini, her primerden 1 uL (10 pmol) bir
birim Taq DNA polimeraz (New England Biolabs), yaklasik 5 ng genomik DNA ve
30 upLl'yvi tamamlamak i¢in uygun DdH2O0) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Amplifikasyon 95°C’lik 2 dakika denatiirasyon takiben 35 dongii boyunca 95°C 1
dakika 40°C 1 dakika, 72°C 30 saniye ve son olarak 72°C 7 dakika seklinde yapilmisgtir
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(Tablo 2, Tablo 3). PZR reaksiyonlari, bir T100™ Termal Dongiileyici (Bio-Rad,
Hercules, CA) kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR iiriinleri % 1,5 agaroz jel icinde
goriintiilenmistir (Sekil 8). Son olarak, pozitif numuneler dogrudan (Macrogen ®

Amsterdam, Hollanda) dizilemeye gonderilmistir.

2.6.2. ND4 (N4) Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

ND4 gen bolgesi ND4F ve ND4R primer setleri kullanilarak ¢ogaltilmistir
(Bracco vd., 2007). PZR karisimi1 Biolabs Taq polimeraz kullanilarak hazirlanmstir.
Karigim iireticinin tavsiye ettigi oranlar (30 pL i¢in; 1 x PZR tamponu, her dNTP'den
10 pmol, 2 mM MgClz, 0,15 mg/mL bovin serum alblimini, her primerden 1 pL (10
pmol) bir birim Taq DNA polimeraz (New England Biolabs), yaklasik 5 ng genomik
DNA ve 30 pL'yi tamamlamak i¢in uygun DdH20) kullanilarak gerceklestirilmistir.
PZR kosullar su sekildedir. Amplifikasyon 94°C’lik 2 dakika denatiirasyon takiben
35 dongii halinde 94°C 30 saniye, 54°C 30 saniye, 72°C 1 dakika ve son olarak 72°C
10 dakika seklinde yapilmistir (Tablo 2, Tablo 3). PZR reaksiyonlari, bir T100™
Termal Dongiileyici (Bio-Rad, Hercules, CA) kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR
riinleri % 1,5 agaroz jel iginde goriintillenmistir (Sekil 8). Son olarak, pozitif

numuneler dogrudan (Macrogen ® Amsterdam, Hollanda) dizilemeye gonderilmistir.

2.6.3. ITS (I11) Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Niikleer gen bolgesi olup ve Aedes tiirlerinin kisa yoldan jel goriintiilerini
kullanarak daha maliyetsiz sonuglar veren ITS gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in
18SFHINF, CP16R, Aeg.rl, ve Alb.rl primerleri kullanilmistir (Higa vd., 2010). Bu
primer tiirlerin yalnizca jelden tiirlerin molekiiler dogrulamasi i¢in kullanilmistir. PZR
karisimi Biolabs Taq polimeraz kullanilarak hazirlanmistir. Karigim iireticinin tavsiye
ettigi oranlar (30 pL i¢in; 1 x PZR tamponu, her dNTP'den 10 pmol, 2 mM MgCl,
0,15 mg/mL bovin serum albiimini, her primerden 1 pL (10 pmol) bir birim Taqg DNA
polimeraz (New England Biolabs), yaklagik 5 ng genomik DNA ve 30 pL'yi
tamamlamak i¢in uygun DdH20) kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR kosullar1 ise
su sekildedir. Amplifikasyon 97°C’lik 4 dakika denatiirasyon takiben 30 dongii
boyunca 96°C 30 saniye, 48°C 30 saniye, 72°C de 2 dakika ve son olarak 72°C 4 dakika
seklinde yapilmistir (Tablo 2, Tablo 3). Elde edilen tiim PZR iiriinleri % 1,5 agaroz

28



jelde goriintiilenmistir. PZR reaksiyonlari, bir TI00™ Termal Dongiileyici (Bio-Rad,
Hercules, CA) kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR iiriinleri % 1,5 agaroz jel icinde
goriintiilendi. Elde edilen jel goriintiileri kullanilarak tiir ayrimlar1 yapilmistir (Ae.

albopictus i¢in yaklasik 1000 bp ve Ae. aegypti i¢in yaklasik 500 bp) (Sekil 8).

2.6.4. COI (C2) Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Simon vd. (1994) ve COI mitokondrial gen bolgesi yalnizca Ae. aegyti igin
cogaltilmis olup islem C1J-1718 ve CIN-2191 primerleri ile gergeklestirilmistir. PZR
karigimi  dreticinin 30 pl  hacim i¢in tavsiye ettigi oranlar kullanilarak
gerceklestirilmistir. PZR karisimi Biolabs Taq polimeraz kullanilarak hazirlanmstir.,
Karigim ftireticinin tavsiye ettigi oranlar (30 pL igin; 1 x PZR tamponu, her dNTP'den
10 pmol, 2 mM MgClz, 0,15 mg/mL bovin serum albiimini, her primerden 1 pL (10
pmol) bir birim Taq DNA polimeraz (New England Biolabs), yaklasik 5 ng genomik
DNA ve 30 pL'yi tamamlamak i¢in uygun DdH20) kullanilarak gergeklestirilmistir.
PZR amplikasyonu kosullari ise 1 dongii 95°C, 5 dakika ve takip eden 35 dongii
boyunca 95°C, 30 saniye, 40°C, 45 saniye, 72°C, 1 dakika ve 1 déngii boyunca 72°C,
5 dakika olarak gerceklestirilmistir (Tablo 2, Tablo 3). PZR reaksiyonlari, bir T100™
Termal Dongiileyici (Bio-Rad, Hercules, CA) kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR
riinleri % 1,5 agaroz jel iginde goriintiilenmistir (Sekil 8). Son olarak, pozitif

numuneler dogrudan (Macrogen ® Amsterdam, Hollanda) dizilemeye gonderilmistir.

2.6.5. NDS5 (N5) Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

ND5 gen bolgesi Ae. aegypti igin molekiiler c¢aligmalarda ve viriis
taramalarinda havuzlarinin molekiiler dogrulamasi i¢in kullanilmistir. Hedef gen
bolgesinin ¢ogaltma islemi Birungi and Munstermann, (2002) tarafindan tanimlanan
ND5R ve ND5F primerleri kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR karisimi1 30 pl’lik
son hacim olacak sekilde iireticinin tavsiye ettigi kosullar altinda (1 x PZR tamponu,
her dNTP'den 10 pmol, 2 mM MgCl,, 0,15 mg/mL bovin serum albiimini, her
primerden 1 pL (10 pmol) bir birim Taqg DNA polimeraz (New England Biolabs),
yaklagik 5 ng genomik DNA ve 30 pl'yi tamamlamak i¢in uygun DdH20)
gerceklestirilmistir. PZR kosullar1 1 dongii boyunca 98°C, 2 dakika ve 30 dongi
boyunca 95°C, 30 saniye, 45°C, 30 saniye, 72°C, 45 saniye ve 72°C, 5 dakika son
uzama olacak sekilde yapilmistir (Tablo 2, Tablo 3). PZR reaksiyonlari, bir T100™
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Termal Dongiileyici (Bio-Rad, Hercules, CA) kullanilarak gergeklestirilmistir. PZR
triinleri % 1,5 agaroz jel iginde goriintiilenmistir (Sekil 8). Son olarak, pozitif

numuneler dogrudan (Macrogen ® Amsterdam, Hollanda) dizilemeye gonderilmistir.

2.6.6. ITS 2 (12) Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

5.8 s ve 28 s rDNA gen bolgelerini ig¢ine alan ITS gen bolgesi yalnizca Ae.
aegypti i¢in ¢ogaltilmis olup Porter & Colin (1991) tarafindan tanimlanan primerler
(5.8s ve 28s) kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR karigimin 50 uL son hacim igin
tireticinin tavsiye ettigi karigim oranlari (50 uL i¢in; 1 x PZR tamponu, her dNTP'den
10 pmol, 2 mM MgClz, 0,15 mg/mL bovin serum alblimini, her primerden 1 pL (10
pmol) bir birim Taq DNA polimeraz (New England Biolabs), yaklasik 5 ng genomik
DNA ve 50 pL'yi tamamlamak i¢in uygun DdH20) kullanilarak gerceklestirilmistir. 1
dongii 95°C, 5 dakika, 35 dongii boyunca 95°C, 30 saniye, 58°C, 30 saniye, 72°C, 1
dakika, son olarak 1 dongii 72°C, 5 dakika olacak sekilde T100™ Termal Dongiileyici
(Bio-Rad, Hercules, CA) kullanilarak gerceklestirilmistir (Tablo 2, Tablo 3). PZR
triinleri % 1,5 agaroz jel i¢inde goriintiilenmistir (Sekil 8). Son olarak, pozitif

numuneler dogrudan (Macrogen ® Amsterdam, Hollanda) dizilemeye gonderilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan gen bélgelerine ait primerler, gen bolgelerine
verilen kodlar ve reaksiyon kosullar

Gf:n . Gen Primer adi Yon Primer sekans dizisi (5’ — 3°)
bolgesi kodu
col c1 LCO1490 ileri GGTCAACAAATCATAAAGATATTG

HCO2198 Geri TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
C1-J-1718 lleri GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTC

col c2 C1-N-2191 Geri CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC

ND4 N4 ND4F Heri_ ATTGCCTAAGGCTCATGTAG
ND4R  Geri TCGGCTTCCTAGTCGTTCAT

ND5 N5 ND5F Heri_ TCCTTAGAATAAAATCCCGC
ND5R  Geri GTTTCTGCTTTAGTTCATTCTTC

ITS 11 18SFHIN Heri_ GTAAGCTTCCTTTGTACACACCGCCCGT
aeg.rl  Geri TAACGGACACCGTTCTAGGCCCT

ITS 12 5.8s Heri_ TGTGAACTGCAGGACACATG
28s Geri ATGCTTAAATTTAGGGGGTA
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Tablo 3. Gen bolgelerine verilen kodlar ve reaksiyon kosullari
Gen kodu PZR kosullari
95°C, 5 dk., 1 dongii; 95°C, 30 s, 50°C, 30 s, 72°C, 1 dk., 35 dongi;

¢l 72°C. 5 dk., 1 dongii

- 95°C, 5 dk., 1 déngii: 95°C, 30 s, 50°C, 45 s, 72°C, 1 dk., 35 déngi
72°C, 5 dk., 1 dongii

\ 96°C, 1 dk., 1 déngii: 96°C, 30's, 56°C, 30's, 72°C, 1 dk., 35 déngi
72°C, 7 dk., 1 dongii

\ 98°C, 2 dk., 1 déngii; 95°C, 30 s, 45°C, 305, 72°C, 45 s, 30 dongii;
72°C, 5 dk., 1 dongii

" 97°C, 4 dk., 1 déngii: 96°C, 30's, 48°C, 30 s, 72°C, 2 dk., 30 déngi
72°C, 4 dk., 1 dongii

" 95°C, 5 dk., 1 déngii: 95°C, 30's, 58°C, 30's, 72°C, 1 dk., 35 déngi

72°C, 5 dk., 1 dongii

2.7. DNA Dizi Verilerinin Degerlendirilmesi ve Biyoinformatik Analizi

Molekiiler calismalarla elde edilen ham DNA sekans verileri Mega 7 programi
yardimu ile islenmistir (Kumar vd., 2016). Bozuk piklere sahip alanlar kirpilarak elde
edilen diziler islenmek iizere kullanilmistir. Sekans dizilerinin kendi iglerinde ve
Genbank’tan elde edilen daha 6nceki DNA dizileri ile karsilastirilmis ve % 97 tizerinde
benzerlik gosteren sekans dizileri c¢alismada kullanmilmistir. Elde edilen
kromatogramlarin ileri ve geri hizalanmasi sonucu DNA sekanslart MEGA7
yaziliminda (Kumar vd, 2016) Clustal W algoritmas1 kullanilarak ¢oklu hizalama
(multiple alignment) yapildiktan sonra karsilagtirilmistir.

Elde edilen islenmis sekans dizilerinin baz uzunluklari i¢in polimorfik bolgeler
(S), haplotip sayilar1 (H), haplotip ¢esitliligi (Hd) ve niikleotid ¢esitliligi () degerleri
ve popiilasyonlarin belirlenmesi her bir gen bolgesi i¢in DnaSP 5.0 (Librado ve Rozas,
2009) kullanilarak hesaplanmistir. Haplotiplerin dagilimi, AMOVA, nétralite testleri
(Tajima's D, Fu's FS test) popiilasyonlara arasi farkliliklar Arlequin v 3.5.1.2 yazilimi
gerceklestirilmistir (Excoffier vd., 1992; Excoffier ve Lischer, 2010). Yapilan testlerin
tamami 0,05 anlamlilik diizeyinde yapilmistir. Elde edilen biitiin p degerleri Holm'un
diizeltme yontemi kullanilarak diizeltilmistir. Ae. aegypti i¢in kullanilan birlestirilmis
sekans dizileri Sequence matrix programi kullanilarak birlestirilmis ve elde edilen
dizilerin parcalt homojenite testleri PAUP 4.0 ile yapilmistir. Calismada elde edilen
haplotiplerin arasindaki iligki koksliz aga¢ yontemi kullanilarak Network 4.6.13
programi ile yapilmistir. Calismada kullanilan filogenetik agaclarin tamami Mega 7

programi kullanilarak yapilmis olup agaglar 1000 tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Agaglar i¢in en uygun modeller JModelTest 3.0 (Posada ve Crandall, 1998) programi

kullanilarak belirlenmistir.

2.8. Cahsmada Kullanilan Karsilastirma Sekans Dizilerini Elde Edilmesi

Ae. albopictus i¢in cografi bolgelere ait popiilasyonlarin muhtemel kokenleri
belirlemek i¢in basta en muhtemel koken olan Avrupa kitasi ve diger kitalara ait
ornekler GenBank'tan "Aedes albopictus COX1" veya "Aedes albopictus COI" anahtar
sozcukleri kullanilarak aranmistir. Kokeni belirsiz ve yeterli uzunlukta olmayan
ornekler galismaya dahil edilmemis ve toplam 2179 COI dizisi elde edilmistir.

Ae. aegypti popiilasyonlardan elde edilen haplotipler GenBank’tan blast
sekmesi altinda karsilastirilarak elde edilen sonuglarda % 100 uyumlu sekans dizileri
calismada haplotiplerin kokenlerini belirlenmesi amaciyla filogenetik agaglarda
kullanilmistir. Calismada yeterli uzunluga sahip olmayan ve kokeni net olmayan

ornekler calismaya dahil edilmemistir.

2.9.  Viriis Varh@inin Arastirilmasi

2.9.1. RNA izolasyonu ve nRT-PZR Reaksiyonu

Tiir teshisi morfolojik ve molekiiler olarak gergeklestirilmis (morfolojk ve
molekiiler teshis kisminda belirtilmistir) sivrisinekler tiirleri, toplanma yerleri ve
zamanlarn dikkate alinarak gruplandirilmis ve havuzlar olusturulmustur. Havuzlarin
toplanan sivrisinek sayisi yeterli oldugu siirece 40 6rnekten az olmamasina dikkat
edilmistir. Elde edilen her havuz i¢in homojenizasyon saglamak amaciyla kuru buz
tizerinde her bir havuza % 5 fetal dana serumu, % 1 penisilin/streptomisin ve % 1 L-
glutamin igeren Eagle’s MEM (minimal essential medium) buffer eklenmistir. Daha
sonra her bir havuz icerisindeki sivrisinek drnekleri sreril porselen uglar kullanilarak
ezilmistir. Elde edilen siispansiyon 4.000 rpm'de 4 dakika santrifiijlenmistir. Elde
edilen slipernatan RNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Her bir havuzdan elde edilen
stipernatandan High Pure Viral Niikleik Asit Kit (Qiagen, Almanya) RNA izolasyon
kiti kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA izolasyonlart RNA
izolasyon protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. Protokol kisaca; her havuzda

elde edilen siipernatanttan 200 pL steril bir 1,5 mL lik sreril tiipe alinmustir. Uzerine
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100 pL baglama tampon eklenmis ve karistirilmistir. Kit iireticisi tarafindan saglanan
toplama tiipii igerisine filtre yerlestirilmis ve elde edilen karisim filtreye aktarilmig ve
8,000 g 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii atilarak filtre yeni bir toplama
kabma almmustir. Uzerine 500 pL inhibitér uzaklastirma tamponu eklenmis ve 8,000
g 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii atilarak fitre yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilmistir. Filtreye 450 pL yikama tampon eklenmis ve 8,000 x g 1 dakika
santriflij edilip toplama tiipii atilarak adim tekrarlanmistir. Filtre 1.5 mL lik santrifiij
tiipli icerisine alinarak fitre kabina 50 uL Elution tamponu eklenmis ve 1 dakika
boyunca 8,000 g santrifiij edilmistir. Santrifiij tiipii igerisindeki sivi niikleik asid
kaynagi olarak kullanilmak iizere -20°C derin dondurucuda saklanmustir. izole edilen
RNAlara ait jel goriintiisii % 4 liikk agaroz jelde goriintiilenmistir. izole edilen RNA ya

ait jel goriintiisti Sekil 6°da verilmistir.

Sekil 6. izole edilen RNA goriintiisii

2.9.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
Elde edilen RNA’nin ¢cDNA’ya ¢evrilmesi islemi ticari olarak satin alinan
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher SCIENTIFIC, ABD)

kullanilarak iireticinin dnerilerine gére yapilmistir. Bir 6rnek i¢in cDNA sentez master
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mixi igeriginde; 20 pL toplam hacim i¢in 2 pL izole edilmis RNA, 1uL Random
Hexamer Primer, 4 uL 5X Reaction Buffer, 2 pL10 mM dNTP Mix, 1 pL RevertAid
RT (200 U/uL), 10 pL steril didistile su (niikleazsiz) kullanilmistir. cCDNA sentezi
reaksiyonu T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmis olup reaksiyon 1 dongii 94°C de 3 dakika. 35 dongii 94°C 30
saniye,58°C de 30 saniye, 72°C 45 saniye olacak sekilde gergeklestirilmistir.

2.9.3. Orneklerinde Flaviviriis RNA'sinin Arastirilmasi

Flavirus taramalar1 i¢in NS5 korunmus gen bolgesi igerisinde Sanchez-Seco
vd. (2005) tarafindan tanimlanan ve 7871 ve 9225 niikleotid dizisi arasindaki
pozisyonlarinin cogaltilmast ile gerceklestirilmistir. PZR islemi iki basamakta
gerceklestirilmistir. Birinci basamak PZR reaksiyon karisimi son hacim 50 ml olacak
sekilde 3 uLL 10x tampon, 2,4 uLL MgCl> (2,5 mM), 0,6 uL her bir dNTP (0,1 mM), 0,6
uL her bir primer (20 pmol), 0,3 uL. Taq DNA Polimeraz (2,5 U) ve 3 uL kalip DNA
ve yeteri kadar DdH20 kullanilarak hazirlanmistir. Karisim daha sonra 40 PZR
dongiistiniin takip ettigi 94°C 'de 2 dakika baslangic denatiirasyonuna maruz
birakilmistir. PZR, 38°C'de 45 dakika ve 94°C'de 2 dakika baslangi¢ dongiisii, 94°C'de
30 saniye 40 denatiirasyon dongiisii, 47°C'de 1 dakika baglanma ve 72°C'de 15 saniye
uzatma ve yine bu sicaklikta 5 dakika son asama kosullarinda gercgeklestirilmistir.
Ikinci tur PZR islemi master mix icerigi ve PZR kosullar ilk basmaktaki karisim ve
kosullarla ile ayni olup sadece primer setleri degistirilerek gerceklestirilmistir.
Kullanilan bu primerler, hedef gen bdlgeleri, pozisyonlari, biiytikliikleri ve alindiklari

kaynak caligmalar Tablo 4'de verilmistir.

2.9.4. Orneklerinde Alphavirus RNA'sinin Arastirilmasi

Alphavirus taramalar1 Sanchez-Seco vd. (2001) tarafindan tanimlanan ve NsP4
korunmus gen bolgesi igerisi i¢eren primerler kullanilarak Nested PZR yontemi ile
cogaltilmasi ile gerceklestirilmistir. Birinci basamak PZR reaksiyon karigimi son
hacim 50 ml olacak sekilde 3 pL 10x tampon, 2,4 pL MgCI2 (2,5 mM), 0,6 uL her bir
dNTP (0,1 mM), 0,6 pL her bir primer (20 pmol), 0,3 pL. Tag DNA Polimeraz (2,5 U)
ve 3 uL kalip DNA ve yeteri kadar DdH20 kullanilarak hazirlanmistir. PZR

dongiisliniin takip ettigi 94°C 'de 2 dakika baslangi¢c denaturasyonuna maruz
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birakilmistir. PZR, 38°C'de 45 dakika ve 94°C'de 2 dakika baslangi¢ dongiisii, 94°C'de
30 saniye 40 denaturasyon dongiisii, 47°C'de 1 dakika baglanma ve 72°C'de 15 saniye
uzatma ve yine bu sicaklikta 5 dakika son asama kosullarinda gerceklestirilmistir.
Ikinci tur PZR islemi master mix igerigi ve PZR kosullar ilk basmaktaki karisim ve
kosullarla ile ayni olup sadece primer setleri degistirilerek gerceklestirilmistir.
Kullanilan bu primerler, hedef gen bolgeleri, pozisyonlari, biiyiikliikleri ve alindiklar

kaynak calismalar Tablo 4'de verilmistir.

2.9.5. Orneklerinde Phlebovirus RNA'sinin Arastiriimasi

Orneklerinde Phlebovirus Arastirilmasi Sanchez-Seco vd. (2003) ve Johnson
vd. (2001) tarafindan tanimlanan ve L segmentini igerisine alan primerler kullanilarak
Nested PZR yontemi ile arastirilmistir. Birinci basamak PZR reaksiyon karigimi son
hacim 50 ml olacak sekilde 3 pL 10x tampon, 2,4 pL. MgCI2 (2,5 mM), 0,6 pL her bir
dNTP (0,1 mM), 0,6 puL her bir primer (20 pmol), 0,3 uL. Tag DNA Polimeraz (2,5 U)
ve 3 pL kalip DNA ve yeteri kadar DdH2O kullanilarak hazirlanmistir. PZR
dongiisiiniin takip ettigi bir dongii 94°C 'de 2 dakika baslangi¢ denaturasyonuna maruz
birakilmistir. Takip eden 40 dongii boyunca, 94°C'de 30 saniye, 45°C'de 2 dakika ve
72°C'de 30 saniye ve son uzama i¢in 72°C'de 5 dakika olarak gerceklestirildi. Ikinci
tur PZR islemi master mix igerigi ve PZR kosullart ilk basmaktaki karisim ve
kosullarla ile ayni olup sadece primer setleri degistirilerek gerceklestirilmistir.
Kullanilan bu primerler, hedef gen bolgeleri, pozisyonlar, biiyiikliikleri ve alindiklar

kaynak caligmalar Tablo 4'de verilmistir.
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Tablo 4. Nested PZR i¢in kullanilacak primerler, hedef gen bolgeleri,
pozisyonlar, biiyiikliikleri ve alindiklar1 kaynak ¢alismalar!

Protokol Sekansa (5'-3") Hedef gen Kaynak
bolgesi
Flavivirus GAYYTIGGITGYGGIIGIGGIRGITGG NS5 Sanchez-
TCCCAICCIGCIRTRTCRTCIGC Seco vd.
(2005)

YGYRTIYAYAWCAYSATGGG
CCARTGITCYKYRTTIAIRAAICC

Alfavirus GAYGCITAYYTIGAYATGGTIGAIGG NsP4 Sanchez-
KYTCYTCIGTRTGYTTIGTICCIGG Seco vd.
(2001)

GIAAYTGYAAYGTIACICARATG
GCRAAIARIGCIGCIGCYTYIGGICC

Plebovirus ATGGARGGITTTGTIWSICIICC L segmenti Sanchez-
AARTTRCTIGWIGCYTTIARIGTIGC Seco vd.
(2003)
WTICCIAAICCIYMSAARATG Johnson vd.
TCYTCYTTRTTYTTRARRTARCC (2001)

Amplifikasyonlar tamamlandiktan sonra her karisim reaksiyonundan % 2'lik
agaroz jel lizerinde yiiriitiiliip UV 15181 altinda bantlarin varligina bakilmistir. Pozitiflik
veren Ornekler PZR saflagtirma kiti kullanilarak saflagtirtlip ve dizi analizine
gonderilerek tanimlanmistir. Elde edilen diziler Clustal W c¢oklu sekans dizileme
programi kullanilarak siralanmistir. Son olarak ise MEGA7 programi kullanilarak
1000 bootstrap tekrardan hesaplanmis bootsrap giivenilirlik degerleri ile Neighbour

Joining agaclari ¢izilmistir.

1 Oligoniikleotidlerdeki degisken bazlar: I: Inozin; Y: C/T; R: A/G; W: G/C; M: A/C olarak yazilmustir.
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3. BULGULAR

3.1.  Ae. albopictus ve Ae. aegypti Tiirlerinin Tiirkiye’deki dagilimi

2018 — 2020 yillar1 arasinda yapilan arazi ¢alismalarin neticesinde Ae. aegypti
tirtiniin dagilimmin yalnizca Karadeniz bolgesinde 3 ilde (Artvin, Rize, Trabzon)
siirli kaldigi belirlenmistir. Ae. albopictus 2011 yilinda Trakya bolgesinde 2015
yilinda ise kuzey Karadeniz kiyilarinda Artvin, Rize ve Trabzon illerinde ve 2016
yilinda bu ii¢ ile Giresun, Kocaeli, istanbul ve Kirklareli’nde varligi bilinmektedir.
2017 yillarinda ise bu illere ek olarak Ege izmir’de varlig1 tespit edilmistir (Demirci
vd., 2021a). 2020 yilinda ise tiirin Mugla ve Aydin illerinde varligi rapor edilmistir
(Yavasoglu, 2021)

Bu ¢alisma neticesinde tilkemizde tiiriin Elaz1g, Erzincan, ve Ordu illerinde de
varligi belirlenmistir. Ae. albopictus’un ilk invazyon kayitlarina gére hazirlanan gorsel

Sekil 7 de verilmistir.

Aydin

Giresun Mugla
Artwin Kocaeli Crdu
Edirme Rize istanbul izmir Erzincan
Tekirdag Trabzon Kirklareli Izmit Sakarya Elazig

Sekil 7. Yillara gore Ae. albopictus "un Tiirkiye’deki invazyon dykiisii

3.2.  Arazi Calismalarindan Elde Edilen Bulgular

Yapilan arazi ¢aligsmalarinda toplamda 72 (Tiirkiye’den 68 ve Giircistan’dan 4
lokasyon) farkli noktadan orneklem yapilmis olup toplamda 22 farkli noktada Ae.
aegypti tiirii tespit edilmistir. 14 noktada ise Ae. albopictus ve Ae. aegypti tiirlerinin
birlikte bulundugu saptanmistir. Her iki tiiriin birlikte bulundugu lokasyonlar Artvin
ve Rize illerine ait lokasyonlar olarak gozlenmistir. Diger alanlarda (50 alanda) ise
sadece Ae. albopictus tiiriiniin varligi saptanmugtir. Ornek toplama alanlarmin
tamaminda larva drneklemesi i¢in kepce daldirma (LD) metodu ergin 6rneklemesi igin
Human Landing Catch (HLC), Encephalitis Vector Survey/ Isik (EVS), BG sentinel
(BG) ve yumurta 6rneklemi i¢in Ovitrap (OV) tuzaklari kullanilmistir (Tablo 1).
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3.3.  Tiirlerin Jelden Dogrulanmasi ve Diger Gen Bolgelerinden Elde Edilen
Bulgular

Molekiiler calismalar da kullanilmak i¢in ve Morfolojik olarak tanimlanan 596
ornegin molekiiler olarak dogrulanmasi Higa vd. (2010) tarafindan belirlenen ve 18S,
5.8S ve 16S genomik gen bolgelerini iceren ITS gen bolgesine jel goriintiilerine gore
yapilmistir. Ae. albopictus ornekleri yaklasik 1000 bp jel goriintiisii verirken Ae.
aegypti ornekleri yaklasik yaklasik 500 bplik jel goriintiileri vermistir. Calismada 12
olarak kodlanan ve Porter ve Colin (1991) tarafindan belirlenen diger ITS gen bolgesi
icin Ae. albopictus yaklasik olarak 650 bp lik jel goriintiisii verirken Ae. aegypti
ornekleri ise yaklasik olarak 450 bp lik jel goriintiisii vermistir. Calismada kullanilan
ve C1 olarak kodlanan Folmer vd. (1994) tarafindan tanimlanan COI gen bolgesi her
iki tiir i¢in jel goriintiisii olarak 650- 700 bp vermistir. Diger C2 olarak kodlanan ve
Simon vd. (1994) tarafindan tanimlanan primerlerle iiretilen COIl gen bolgesi ise her
iki tiir i¢in 500- 600 bp arasi jel goriintiisii vermistir. ND4 ve ND5 gen bélgeleriyse
her iki tiir ve gen bdlgesi igin 400- 500 bp arasi bantlar vermistir. Orneklere ait jel

goriintiisii Sekil 8 de verilmistir.

€2\ C2(B) C2B)  Ciyy CLB) Cl(B) 5 N5 (B) NS(B)  N4(A)  M(B) N4 (B) 12(4) 12(B) 12(8) 11(4) 11(B) 11(B)

Sekil 8. Ae. aegypti ve Ae. albopictus igin gen bdlgelerine ait jel goriintiisii

3.4.  Ae. albopictus i¢cin Molekiiler Analizler ve Genetik Yapi

COI (C1) gen bolgesi icin toplamda 554 6rnekten DNA elde edilmistir. Izole
edilen bu 6rneklerin COI gen bolgesinden elde edilen PZR iiriinleri 100 bplik ladder
kullanilarak yaklasik 600-650 bp arasi jel goriintiisii elde edilmistir (Sekil 8).
Sekanslanan bu PZR iiriinlerinden temizlenmesi sonucunda 599 bp lik DNA dizileri

elde edilmistir.
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Elde edilen diziler 13 il i¢in ayr1 ayr analiz edilmistir. Toplamda 3 haplotip
elde edilmis ve bu dizilerin iki farkli mutasyon noktasindan kdken aldigi saptanmustir.
Toplam sekanslarin haplotip ve niikleotid c¢esitliligi sirasiyla 0,17 ve 0, 00 olarak
hesaplanmustir. Illere gore en yiiksek haplotip ve niikleotid ¢esitliligi Kocaeli
popiilasyonunda goriilmiis ve degerleri sirasiyla 0,40 ve 0,00 olarak hesaplanmustir.
Trabzon, Giresun, Ordu, Erzincan, Elazig ve Sakarya popiilasyonlariin tek tip
haplotipten olustugu gozlemis ve haplotip, niikleotid ¢esitliligi 0 olarak
hesaplanmistir. Tajima'nin D ve Fu'nun FS testleri, illere ait popiilasyonlarin gegmisini
saptamak icin tarafsizlik analizi i¢in yapilmistir. Notralite testlerinin cogu (Kirklareli
(Krk), Kocaeli (Kce), Istanbul (Ist) soylar1 harig) sifir veya negatif sonug vermis, ancak

degerlerin tamamu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p> 0,05) (Tablo 5).

Tablo 5. Ae. albopictus'un COI gen dizilerindeki genetik cesitliligi?

il N S Pi Hd H TdIMS g
D testi

Artvin (Art) 94 1 0,00 010 2 -0,56 -0,41
Rize (Riz) 82 1 000 00 2 -0,63 -0,52
Trabzon (Trb) 60 O 0 0 1 0 0
Giresun (Grs) 21 0 0 0 1 0 0
Ordu (Ord) 25 0 0 0 1 0 0
Erzincan (Erz) 21 0 0 0 1 0 0
Elazig (Elz) 20 O 0 0 1 0 0
Kirklareli (Krk) 68 1 0,00 0,39 2 1,11 1,600
Istanbul (Ist) 47 1 000 034 2 0,69 1,150
Kocaeli (Kce) 44 1 000 040 2 1,06 1,440
Sakarya (Sky) 19 0 0 0 1 0 0
Izmir (Izm) 4 1 000 013 2 -0,60 -0,300
Mugla (Mgl) 10 1 0,00 0,2 2 -1,11 -0,330
Total 554 2 000 0,17 3 -0,00 0,200

Popiilasyonlara ait haplotiplerin gosterilisi i¢in haplotip kdoksiliz agaci
Network10.2 software kullanilarak belirlenmistir. Koksliz agacta her daire bir
haplotipi temsil etmekte olup her dairenin biiyiikliigii haplotiplerin sayilariyla

iligkilidir. Ayrica haplotiplerin ilere gore frekanslar1 parantez i¢inde verilmistir. 3

2 N= Birey sayis1, S= Mutasyon sayisi, Pi= Niikleotit gesitliligi, Hd= Haplotip gesitliligi, H= Haplotip
sayisini ifade etmektedir
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Haplotipin frekanslari sirasiyla 501, 49 ve 4, hesaplanmistir. Haplotip 1 (Hap_1) ana
haplotip olarak gozlenmis ve biitiin haplotiplerin % 90,43 olusturdugu saptanmistir.
Haplotip 2 (Hap_2) 5 ilde gdzlenmis (Artvin, Rize, Kirklareli, Kocaeli ve Istanbul) ve
biitiin haplotiplerin % 8,84 kapsadigi belirlenmistir. Haplotip 3 (Hap 3) en diisiik
frekansa sahip olarak gozlenmis (biitiin haplotiplerin % 0,72) ve yalnizca Ege

bolgesindeki popiilasyonlarda belirlenmistir (Sekil 9)

[—

Dogu Karadeniz

| Asya

Bati Avrupa

| Kafkasya

Dogu Karadeniz

Balkanlar

Bat Avrupa

Kafkasya

fzmir (3) Ege
Asya
Amerika
Balkanlar
Bati Avrupa

Sekil 9. Ae. albopictus COI (C1) gen bodlgesi haplotiplerinin bolgelere gore
dagilimlarin1 gosteren haplotip ag1

3.4.1. lllere Ait Popiilasyonlar Arasindaki iliski

13 ile ait popiilasyonlar arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in ¢iftli FST mesafe
testi uygulanmustir. Ciftli FST mesafe testi -0,05 ve 0,21 arasinda degerler almistir. En
diisik FSt degeri Izmir ve Mugla ciftlerinde gdzlemlenmis ancak bu degerler
istatistiksel olarak anlamsiz olarak belirlenmistir. En yiiksek FST degeri ise Izmir ve
Kocaeli popiilasyonlar1 arasinda goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli olarak
belirlenmistir. Illere ait popiilasyonlar arasindaki iliski Tablo 6 de verilmis olup

istatistiksek olarak anlamli degerler bold olarak isaretlenmistir.
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Tablo 6. Mitokondriyal COI dizileri kullanilarak 13 ilin Ae. albopictus

popiilasyonlari igin farkliliklars®

Art Riz Trb Grs Ord Erz ElIz Krk Ist Kce  Sky izm
Art -
Riz  -0,01 -
Trb 0,03 0,02 -
Grs 0,00 0,00 0,00 -
Ord 0,00 000 000 0,00 -
Erz 0,00 000 0,00 000 0,00 -
Elz 000 000 000 000 000 0,00 -
Krk 015 015 024 016 0,17 016 0,16 -
Ist 6011 o011 022 013 014 013 013 -0,01 -
Kece 018 018 029 018 020 0,18 0,18 -0,01 -0,01 -
Sky -0,00 -0,00 0,00 000 000 000 000 0,15 0,12 0,17 -
fzm 004 004 006 001 002 001 001 019 0,15 0,21 0,01
Mgl 005 005 024 0,08 010 0,07 007 0,13 0,10 0,14 0,06 -0,05

3.4.2. AMOVA Analizi

Tiirtin muhtemel Tirkiye’ye giris noktalarini belirlemek i¢cin muhtemel 3 alan

(Karadeniz, Marmara ve Ege) i¢in AMOVA analizi yapildi. 13 ile ait popiilasyon 3

farkl1 alan i¢in gruplar arasinda farklilik olup olmadigi arastirilmistir. Dogu Anadolu

bolgesine ait Erzincan ve Elazig illerine ait popiilasyonlarin Karadeniz kokenli oldugu

diistiniilerek Karadeniz bolgesine dahil edilmistir. Yapilan gruplama sekil 10°da harita

tizerinde verilmistir. Gruplar aras1 varyans bilesen oran1 biiytik (% 16,98) iken, cografi

tirler icinde gruplar arasi oran (% 1,48) cografi tiirler i¢i (% 81,54) gore diisiik

bulunmustur. F-istatistikleri, gruplar arasinda ve cografi soylar icinde sirasiyla

FSC=0,01 ve FCT=0,16 idi ve her ikisi de istatistiksel olarak anlamli olarak

belirlenmistir. Gruplar icinde cografi soylar arasinda FST=0,189 idi ve istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (Tablo 7).

8 Istatistiksel olarak anlamli degerler koyu renkle isaretlendi.
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Akdeniz

R
Tat Trs 1y A )

m9#u‘ (RO R2 i

Sekil 10. Illere gore alanlarin gruplandirilmasi

Tablo 7. Cografi bolgeler arasinda molekiiler varyans analizi (AMOVA)*

Varyasyonun kaynagi df Kareler Varyans Fiksayon
toplamm bilesenleri (%0 indeksi
varyasyon)
Gruplar arasinda 2 5,21 0,01 (% 16,98) FSC 0,01
Gruplardaki popiilasyonlarda 10 1,34 0,00 (% 1,48) FST 0,18
Popiilasyonlarin i¢inde 540 42,07 0,07 (% 8154) FCT 0,16
Toplam varyasyon 552 48,62 0,09

3.4.3. Cografi Bolgelerin Muhtemel Kokenleri
Farkli cografi bolgelerdeki 14 iilkeden (Asya, Afrika, ABD, Bati Avrupa,

Balkanlar, Tiirkiye, Kafkasya ve Orta Dogu bolgeleri dahil) elde edilen Genbank

ornekleriyle, Tirkiye'deki ti¢ bolgesel popiilasyonun olasi kokenini belirlemek igin Fst

testi kullanilarak Kkarsilastirilmistir.

Marmara popiilasyonu Ege ve Karadeniz

soylarindan farkli bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<

0,05). Tiirkiye’den elde edilen popiilasyonlar ile Asya soylari arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve en diigiik fark degerleri Tiirkiye (Karadeniz,

Marmara ve Ege) ve Cin soylari arasinda gozlenmistir (farklar sirasiyla 0,09, 0,06 ve

0,03). Afrika (Fas ve Kongo) ornekleri ile Tiirkiye soylar1 arasindaki fark anlamsiz

olarak belirlenmistir (Marmara ve Kongo ciftleri hari¢). Marmara ve Kongo c¢ifti

4 Istatistiksel olarak anlamli degerler koyu renkle isaretlendi. df serbestlik derecesini ifade etmektedir.
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arasindaki fark olduke¢a diisiik ve deger 0,03 (p< 0,05) olarak gozlenmistir. ABD
soylar1 ile Tiirkiye bolgesel soylari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmus ve en diislik fark Ege popiilasyonlar1 arasinda goriilmiistiir (Fst=0,04, p<
0,05). Bat1 Avrupa popiilasyonlari, Alman soyu harig, Tiirkiye bolgesel soylarindan
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Alman soyunun Tiirkiye'deki {i¢ bolgesel soyla
da yakindan iligkili oldugu gozlenmistir. Karadag ve Karadeniz soylar1 arasindaki fark
ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,05). Diger ciftler arasindaki fark ¢ok
diisiik olarak gozlenmis ve istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. Sonuglarimiz,
Giircii ve Tiirk soylart arasindaki farkin 6nemsiz olmasina ragmen, Rusya ve Tiirkiye
soylar1 arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermistir. Tiirkiye'de her ii¢ bolgesel soy

da Orta Dogu soylarindan istatistiksel olarak farklilik gostermistir (Tablo 8).

Tablo 8. Mitokondriyal COI dizileri kullanilarak Tiirkiye'deki ve diinyanin
farkl1 yerlerindeki ii¢ bolgesel soy arasindaki farkliliklar®

Bolgesel Soylar (n) Hn Cografya Karadeniz Marmara Ege
Karadeniz (322) 2 0,00

Marmara (177) 2 Tiirkiye 0,04 0,00

Ege (54) 2 0,00 0,04 0,00
Hindistan (7) 3 0,61 0,32 0,38
Japonya (27) 7 0,43 0,21 0,18
Kore (38) 20 Asya 0,72 0,56 0,43
Cin (143) 54 0,09 0,06 0,03
Pakistan (249) 9 0,84 0,79 0,75
Iran (4) 2 0,58 0,23 0,68
Fas (3 1 . -0,18 -0,14 0,00
Kon(gg 29) > Afrika 0,01 0,03 0,02
USA (92) 32 USA 0,12 0,08 0,04
Portekiz (16) 2 0,60 0,20 0,48
Almanya (11 1 -0,03 0,00 0,00
Avustu):ya( (43 o BatAvrupa 0,85 0,58 0,87
italya (14) 3 0,83 0,55 0,68
Karadag (12 2 0,11 0,04 0,16
Yunani%tén ()3) p  Balkanlar -0,18 -0,14 0,00
Gircistan (4) 1 Kafkasya -0,13 -0,08 0,00
Rusya (69) 4 0,24 0,06 0,12

5 Istatistiksel olarak anlamli degerler koyu renkle isaretlendi. N=birey sayis1. Hn= Haplotip
sayisini ifade etmektedir.
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3.5.  Ae. aegypti icin Molekiiler Analizler ve Genetik Yapi

3.5.1. Gen Bolgelerine Gore Ae. aegypti’nin Varyasyonu

mtDNA COI (Cl1) gen bolgesi i¢in 30 ornek Tiirkiye’den ve 12 ornek
Giircistan’dan (¢alismada kullanilan biitiin gen bolgeleri i¢in ayni Ae. aegypti 6rnekler
kullanilmistir) PZR islemi i¢in yapilmistir. Calismada COI (C1) gen bdlgesi igin jel
goriintiilerinden yaklasik 600- 650 bp aras1 goriintii elde edilmistir (Sekil 8). Dizilenen
bu gen bélgesi i¢in dizi temizleme islemi sonrasinda islenmis 632 bp diziler elde
edilmistir. Gen bolgesi 3 farkli mutasyon noktasindan koken alan 4 haplotip
olusturmustur (Tablo 10). Dizilerin haplotip ve niikleotid ¢esitlilikleri sirasiyla 0,57 ve
0,00 olarak hesaplanmustir (Tablo 9).

Calismada kullanilan diger COI (C2 olarak kodlanan) gen boélgesi icin jel
goriintiilerinde 450-500 bp aras1 goriintiiler elde edilmistir. Dizilerin temizleme ve
kirpma islemi sonrasinda 483 bp net niikleotid dizileri elde edilmistir. Haplotip
analizlerinde gen bdlgesi 3 mutasyon noktasi ile iliskili 4 haplotip elde edilmistir
(Tablo 10). Kullanilan 6rneklerin hesaplanan haplotip ve niikleotid ¢esitlilikleri 0,57
ve 0.00 olarak hesaplanmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Ae. aegypti elde edilen sekans dizilerinin genel bilgileri®

Gen kodu Gen tipi Pi H Hd bp S N
C1 Mitokondriyal 0,00 4 057 632 3 42
C2 Mitokondriyal 0,00 4 057 483 3 42
N4 Mitokondriyal 0,00 2 0,48 410 1 42
N5 Mitokondriyal 0,00 2 048 414 1 42
12 Niiklear 000 6 046 267 3 42
Total Kombine 000 6 0,72 2206 15 42

ND4 ve NDS5 gen bolgeleri i¢in sirastyla jel goriintiilerinden 400- 450 bp’lik
jel goriintiileri elde edilmistir. Dizilerin temizlenmesi sonucunda ND4 ve ND5 gen
bolgeleri i¢in sirasiyla 410 ve 414 bp’lik niikleotid dizileri elde edilmistir. Her iki gen
bolgesi de 1 mutasyon noktasina bagli olarak iki haplotip olusturmustur (Tablo 10).
ND4 gen bolgesi icin elde edilen haplotip ¢esitligi 0,48 ve niikleotid ¢esitliligi 0,01

® N =Birey sayis1, S=Mutasyon sayis1, pi=Niikleotit gesitliligi , Hd=Haplotip gesitliligi, H=Haplotip
sayisini ifade etmektedir.

44



olarak hesaplanmistir. ND5 gen bolgesi igin haplotip ve niikleotid ¢esitlilikleri
sirasiyla 0,48 ve 0,00 olarak hesaplanmistir. (Tablo 9).

Tablo 10. Ae. aegypti i¢in bes gen bolgesinde belirlenen mutasyon noktalari

14 2 3 4 1 3 1 1 1 1 2
75 9 0 2 8 8 6
8 0 6 2 5 2 3 0
2 N4 N5 12

R5-1 cC T C CA - - A
R5-2 P . R
R5-3 T . L. - -
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Al-3 Lo
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A3-3 .. . . .
R4-1 . . . G
R4-2 R A . . il
R4-3 . A . . . .. - -
A2-1 T. . T . . C T . GG T
A2-2 : G . . L. - -
A2-3 - JEY - S . L
R1-1 .. A e . .. G - - C
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R3-1 B | . L. - -
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A4-1 T C. T . A
A4-2 P
A4-3 .. A LT
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Ae. aegypti i¢in ¢ogaltilan ITS 2 (I2) gen bolgesinin bazi dizilerinde 2 bazlik
bir delesyon oldugu goézlenmistir (Tablo 10). Bu delesyon noktasi farklilik olarak
kabul edildiginde 6 mutasyon noktasina ait toplam 6 haplotip elde edilmistir. Diger

yandan bu delesyon noktalar1 ¢aligmadan uzaklastirildiginda toplam 3 mutasyon
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noktasina ait 4 haplotipin varlig1 belirlenmistir. ITS gen bolgesine ait dizilerden 265
bp’lik niikleotid dizisi elde edilirken bu say1 delesyon noktalariyla birlikte 267 ye
cikmistir. Elde edilen sekanslarin haplotip ve niikleotit cesitlilikleri sirasiyla 0,46 ve
0.00 olarak hesaplanmistir (Tablo 9).

3.5.2. Gen Bolgelerine Ait Dizilerin Filocografik Analizi

Tiirkiye ve Giircistan'dan elde edilen Ae. aegypti mtCOIl'nin (C1l) gen
bolgesinden ortaya ¢ikan haplotipler kullanilan olusturulan Maximum likelihood (ML)
filogenetik agacinda haplotipler tek grup iizerinde dort molekiiler alt grup olarak
ayrilmistir. Bu gruplar diisiik bootstrap degerleriyle desteklenmistir. Elde edilen
gruplarda Hap 1 Asya (Kambogya), Amerika (Peru), Karayipler (Porto Riko
(laboratuar soyu) ve Avrupa’dan (Birlesik Krallik ve Almanya) oOrneklerle
kiimelenmistir. Hap 3 herhangi bir 6rnekle kiimelenmemistir. Diger yandan Hap_2 ve

Hap 4 Kafkasya (Rusya) 6rnekleriyle iki ayri kol altinda kiimelenmistir (Sekil 11).

MM299014 (Kambocya) TJasya
MN299016 (Peru) JLatin Amerika
MI299008 (Porto Riko*) JKarayipler
7l MF043259 (Birlesik Krallik) Javrupa
KY022526 (Almanya) Javrupa

50 Hap 1 JTurkiye ve Gurdstan

- Hap 3 JTurkiye ve Gurdistan

Hap 4 TTurkiye ve Gurcistan

MH251910 (Rusya) Tkafkasya
Hap 2 TJTurkiye ve Gurdstan

MH251309 (Rusya) |Kafkasya

KRD1 Aedes albopictus Susu T Turkiye

_
0.020

Sekil 11. Ae. aegypti, COI (C1) i¢cin Maximum likelihood filogenetik agact

MtCOI (C2) igin olusturulan Maximum likelihood (ML) filogenetik agacinda
haplotipler 2 dal altinda tek bir grup olusturmustur. Olusan bu gruplarda Hap_1 Asia
(Japonya, Hindistan, Viet Nam, Kambogya), Hint Okyanusu Adalar1 (Sri Lanka), Orta
Amerika (Panama), Pasifik Okyanusu Adalar1 (Fransiz Polinezyasi, Yeni Kolodonya),
Latin Amerika (Colombiya), Avrupa (Portekiz), Kafkasya (Rusya), ve Afrika (Yesil
Burun Adalari) 6rnekleriyle ortiisiirken Hap_3 ve Hap_4 bu dal iizerinde herhangi bir

ornekle ortiismemistir. Hap 2 ise tek basina ayr1 bir dal olusturmustur (Sekil 12).
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MNO13006 (Yesil Burun Adalari) 7 Afrka
MW&09605 (Porto Rica)  Karayipler

MK805535 (Hindistan) JAsya

MK805532 (Hindistan) JAsya

LCA462636 (Japonya) Asya

LC482630 (Japonya) JAsya

KY476356 (Sri Lanka)  ]Hint Okyanusu Adalari
KX171394 (Panama) ] Orta Amerka

KT339683 (Hindistan) 7Jasya

KT339680 (Hindistan) Asya

KT313652 (Fransiz Polinezyasi) 7 Pasifik Okyanusu Adalari
KT313650 (Yeni Kaledonya) Pasifik Okyanusu Adalari
KT313644 (Yeni Kaledonya) |Pasifik Okyanusu Adalari
1 KT313642 (Yeni Kaledonya) Pasifik Okyanusu Adalari
KM203209 (Kolombiya) Latin Amerika

KMZ203190 (Kolombiya) 7Latin Amerika

KM203151 (Kolombiya) 7Latin Amerika

KF909122 (Portekiz) JAvrupa

JQ926688 (Kambocya) JAsya

JQ926684 (USA) ] Amerika

HQ686294 (Kambocya) JAsya

HEB20716 (Rusya) Jkafkasya

—Hap4  TJTurkiye ve Gurcistan

Hap1 TTurkiye ve Gurcistan

—Hap3 TTurkiye ve Gurdstan

AJIT0968 (Fransiz Polinezyasi)
AJ9T0972 (Fransiz Polinazyasi)

Hap 2 Trurkiye ve Gurcistan

KRD1 Aedes albapictus Susu | Turkie

Pasifk Okyanusu Adalari

0.020

Sekil 12. Ae. aegypti, COI (C2) i¢in Maximum likelihood filogenetik agaci

ND4 sekans dizileri kullanilarak olusturulan Maximum Likelihood (ML)
filogenetik agaclarinda iki haplotip tek dal iizerinde iki farkli dal olusturmustur. Hap_1
Asya (Cin), Amerika (Meksika, Kolombiya) 6rnekleriyle ortiismiistiir. Bunun yaninda
dis grup olarak KRD1 Ae. albopictus ornekleri de Hap 1 ornekleriyle birebir
Ortligmiistiir. Ancak gruplarin net olarak ayrigsmasi i¢in gen banktan elde edilen
EF153761 Genbank numarali Ae. albopictus 6rnegi kullanilmistir. Hap_2 haplotipi ise
diger dal tizerinde Hint Okyanusu Adalar1 (Sri Lanka), Amerika (Brezilya, Meksika)
ornekleriyle ortiismiistiir (Sekil 13).
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KRD Aedes albapictus Susu - Jrurkye
KMOA2181 (Kolombrya] ] Amerka
Hap 1 Jrurkye ve Gursten
EUBS0409 (USA) Jamerta
AYH06851 (USA) Jameria
AF203345 (Meksika) ]Anerka
MK3B619% (Cin) Jasya

AFTHMG (USA) Tanerka
AY90685
EU4626
EUB3040
Hap 2 TTurje ve Grdsten

KYATBIT1 (51 Lanka) - Jrint Okyenusy Add
EF163761.1 Aedes albopitus  JAmerka

(Breziya) JAnerka
(Kenye) Af
T (Breziya) JAnerka

0
j
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Sekil 13. Ae. aegypti, ND4 (N4) i¢cin Maximum likelihood filogenetik agaci

Elde edilen ND5 dizileri kullanilarak Ae. aegypti tiirii i¢in olusturulan
Maximum Likelihood (ML) filogenetik agaci tek bir dal tizerinde iki farkli grup
olusturmustur. Birinci grup Hap_1 ve Afrika (Yesil Burun Adalar1) 6rneklerini
icerisinde barindirirken Hap 2 ise Hap 1’in bulundugu dal iizerinde yeni bir dal
olusturarak Asya (Vietnam), Kafkasya (Rusya), Hint okyanusu adalar1 (Malezya) ve
Pasifik Adalar (Fransiz Polinezya’s1) 6rnekleriyle ortiismiistiir (Sekil 14).
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AJSTU%S (Fransiz Poinezyasi)  |Pasti Oeyanay Adali
KTB30483 (Malezya) et iy, Ads
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1
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—
00

Sekil 14. Ae. aegypti, ND5 (N5) i¢cin Maximum likelihood filogenetik agaci

Genomik ITS2 (I2) gen bolgesi i¢in elde edilen haplotipler, Maximum
Likelihood (ML) filogenetik agacinda hiyerarsik olaral dort daldan olusmustur. Bu
dallar orta diizeyde bootstrap degerleri ile desteklenmistir. Hap_6, ABD (Laboratuar
Soyu), Afrika (Suudi Arabistan, Sudan) 6rnekleri ile kiimelenmistir. Hap_1 ve Hap_5,
Kafkasya (Rusya, Giircistan), ABD (laboratuvar soyu), Pasifik Okyanusu adalart
(Yeni Kaledonya) ve Asya (Hindistan) ornekleri ile kiimelenmistir. Hap_2, Hap_1 ve
Hap_ 5’in bulundugu dalin altinda Kafkasya 6rnegi ile kiigiik bir dalda bulunmustur.
Hap 4 iiglincii dalda tek basina belirtilmis ve herhangi bir 6rnekle 6rtiismemistir. Son
olarak Hap 3 Asya (Hindistan ve Cin), Afrika (Sudan), ve Hint Okyanusu adalari

(Endonezya) 6rnekleriyle agacin en ucunda yer almstir. (Sekil 15).
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q

—
0.020

Sekil 15. Ae. aegypti, ITS2 (12) igin Maximum likelihood filogenetik agaci

3.5.3. Ae. aegypti’den Elde Edilen Dizilerin Konbinasyonlar: ile Elde Edilen
Sonugclar

Ae. aegypti i¢in elde edilen dort mitokondriyal ve bir genomik gen bolgesi daha
duyarli sonuglar elde etmek icin popiilasyon karsilastirmasinda kullanilmastir.
Oncelikle gen bélgelerinin birbirleriyle uyumluluklari belirlemek igin Paup 4. 0O
software programi altinda yer alan pargali homojenite testi dizilerin birlikte
kullanilabilecegini gostermistir (p< 0,05). Bu sebeple iki iilke popiilasyonlari
arasindaki farkin varligi ve bu farkin kaynaginin belirlenmesi islemi kombine diziler
kullanilarak yapilmistir.

Kombine analizlerde kullanilan diziler toplamda 2206 bp’lik bir dizi
olusturulmustur. Bu dizi biitiin bolgeler i¢in toplamda 6 haplotip liretmistir. Bu
haplotipler arasinda Hap 1 en baskin haplotip olarak belirlenmis ve bu haplotip
yalizca Artvin ve Rize popiilasyonlarinda belirlenmistir. Hap 3 {in seyrek bir haplotip
oldugu gozlenmis olupArtvin ve Batum popiilasyonlarinda belirlenmistir (Tablo 11).
Ayrica haplotiplerin iligkileri belirlemek i¢in koksiiz haplotip agi agaci ¢izilmistir.
Cizilen bu koksiiz agagta her haplotip daire olarak gosterilmis ve dairenin biytikligi

haplotip frekanslart ile iliskidir. Agagta tire olarak gosterilen alanlar haplotipleri
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arasindaki mutasyon farkliliklarini ifade etmektedir. Kirmizi renkte gosterilen daireler

ise olast haplotipleri temsil etmektedir (Sekil 16).

Tablo 11. Kombine haplotiplerin frekanslar1 ve dagilimlari

Haplotipler  Rize  Artvin  Batum  Keda  Kobi  Tiflis Frekanslar
Hap_1 13 7 0 0 0 0 20
Hap_2 0 2 0 1 0 0 3
Hap_3 0 1 1 0 0 0 2
Hap_4 2 0 1 0 0 0 3
Hap_5 0 3 1 1 1 1 !
Hap_6 0 2 0 1 2 2 !
Frekanslar 15 15 3 3 3 3 42

Sekil 16. Kombine sekanslardan elde edilen 6 haplotipin iliskileri

3.5.3.1. Kombine Sekanslara Gore Popiilasyonlar Arasindaki Iliskiler

Tiirkiyeden Artvin ve Rize popiilasyonlar1 Giircistan’dan Batum, Keda, Kobi
ve Tiflis popiilasyonlari arasindaki iliskiler Fst mesafe testi kullanilarak belirlenmistir.
Popiilasyonlar arasindaki Uzaklik degerleri 0, 84 ve -0,50 arasinda degismistir (Tablo
12). Rize popiilasyonu diger popiilasyonlardan en farkli olan popiilasyon olarak
belirlenmis ve elde edilen farkliliklar p< 0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur. Diger
yandan Artvin-Khobi ve Artvin-Tiflis ¢iftleri arasindaki fark ayni olarak gézlenmis ve
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Diger giftler arasindaki fark negatif olup
(bu da sifir kabul edilir) ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p> 0,05) (Tablo
10).
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Tablo 12. Kombine sekanslara gore 6 popiilasyon arasindaki farklar’
Rize Artvin Batum Keda Kobi

Rize

Artvin 0,23

Batum 0,52 -0,06

Keda 0,72 -0,02 -0,16

Kobi 0,84 0,21 -0,03 -0,27

Tiflis 0,84 0,21 -0,03 -0,27 -0,50

3.5.3.2. Tiirkiye ve Giircistan 6rnekleri arasindaki AMOVA analizi

Tiirkiye ve Giircistan populasyonlari arasinda fark olup olmadigi belirlenmek
icin AMOVA testi uygulanmistir (Tablo 12). Yapilan analizde popiilasyonlar igindeki
varyasyon yiiksek (% 59,27) bulunurken gruplar arasindaki varyasyon diisiik (% 8,47)
bulunmustur. Gruplar arasindaki farki gosteren FSC, gruplar i¢indeki popiilasyonlar
arasindaki farki gosteren FST ve popiilasyonlar arasindaki farki gosteren FCT, F
istatistigi degerleri ise sirasiyla 0,12, 0,40 ve 0,32 olarak bulunmustur. Ancak elde

edilen biitiin degerler istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Tablo 13).

Tablo 13. Tiirkiye ve Giircistan drnekleri arasindaki AMOVA analizi ve
fiksasyon indeksi®

Varyans
Kareler  bilesenleri (%
Varyasyonun kaynagi d.f toplamm varyasyon) Fiksayon indeksi
Gruplar arasinda 1 17,21 0,83 (% 32,26) FSC 0,12 (NS)
Gruplardaki popiilasyonlarda 4 11,36 0,21 (%8,47) FST 0,40 (NS)
Popiilasyonlarin i¢inde 36 5506  1,52(%59,27) FCT  032(NS)
Toplam varyasyon 41 83,64 2,58

" statistiksel olarak anlamli degerler koyu renkle isaretlendi.
8 NS istatistiksel olarak anlamsiz degerleri ifade etmektedir.
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3.6.  Viriis Taramalarindan Elde Edilen Bulgular

3.6.1. Havuzlara Ait Orneklerin Molekiiler Dogrulamas1 ve ND5 (N5)
Varyasyonu

2018 ve 2019 yillar iginde ergin olarak toplana Ae. albopictus ve Ae. aegypti
ornekleri kuru buz iizerinde morfolojik tiir tayinleri yapildiktan sonra G&rneklerin
molekiiler olarak tanimlama islemi ND5 gen bolgesi PZR islemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Havuzlardan elde edilen diziler 6ncelikle Genbank’ta blast
edilerek morfolojik tanimlama ile % 97 ve {izeri benzerlik gosteren diziler dogru
tanimlama olarak kabul edilmistir. Toplamda 44 sivrisinek havuzundan her iki yil i¢in
21 Ae. albopictus havuzu ve bir Ae. aegypti havuzu ig¢in molekiiler dogrulama
gerceklestirilmistir. Her iki tiir igin ND5 gen bolgesi i¢in 371 bp’lik niikleotid dizileri
elde edilmistir. Ae. albopictus icin diziler bir mutasyon bdlgesine sahip olarak
bulunmustur. Hamidiye 2018 havuzunda 1 tane heterozigot mutasyon belirlenmistir.
Ae. albopictus i¢in toplamda 2 haplotip bulunmustur. Toplam dizilerin haplotip ve
niikleotid ¢esitlilikleri sirasiyla 0,00 ve 0,00 olarak belirlenmistir. Ae. aegypti 6rnekleri
ise tek bir sekans dizisi igerdiginden haplotip ve niikleotit g¢esitliligi
hesaplanamamustir.

Elde edilen diziler GenBank’ta en fazla benzerlik gosteren gen bank drnekleri
(OM685200, MN018972.1, MNO018975 (Ae. aegypti) ve MW526926-28, MW526930
(Ae. albopictus) kullanilarak MEGA 7 programinda maximum likelihood (ML)
filogenetik agaci elde edilmistir. Elde edilen diziler ve genbank 6rnekleri i¢in en uygun
model secimi jModelTest programi tarafindan belirlenen Tamura 3 parametresi (T92)
kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 17).
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T2 2018
T2 201

Sekil 17. Molekiiler dogrulama i¢in kullanilan ND5 gen bolgesi filogenetik

agacit

3.6.2. Sivrisinek havuzlarn

9 ile ait 24 noktadan toplanan 3176 Ae. albopictus ve Ae. aegypti érneginden
141 sivrisinek havuzu hazirlanmistir. Havuzlar toplanan lokasyon, toplanma yil1 ve
tirlere gore yapilmistir. 2018 yili i¢in 46 havuz ve 2019 yili i¢in 95 havuz
olusturulmustur. Olusturulan havuzlarin % 99,50’sini Ae. albopictus havuzlar
olusturulmus, Ae. aegypti ise tek bir bolgeden ve elde edilen tek bir havuzdan

olusmustur. Olusturulan havuzlar tablo 13 de verilmistir.
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Tablo 14. Ornekleme yerlerine ve toplama yillarina gore havuzlar

Havuz Havuz Pozitif havuz
kodu Ornek sayis1  biiyiikliigii (A) Pozitif havuzlar(B) oram (B/A*100)
2018 2019 2018 2019 2018 Virus 2019 Virus 2018 2019
R1 121 326 4 9 X X X X 0 0
R2 66 201 2 7 1 WNV 3 WNV 50 42,85
R3 76 215 3 8 X X X X 0 0
R4 19 58 2 5 X X X X 0 0
R5* 3 12 2 3 X X X X 0 0
R5 30 58 2 3 X X X X 0 0
R6 30 166 2 6 X X X X 0 0
R7 1 WNV 33,33
55 81 2 3 X X 1 AEFV 0 33,33
Al 109 157 4 6 X X 2 WNV 0 33,33
A2 24 0 2 0 X X X X 0 0
A3 5 AEFV 50 62,50
107 252 4 8 2 AEFV 1 CFAV 12,50
A4 30 132 2 5 X X X X 0 0
A5 53 55 2 3 X X X X 0 0
A6 38 52 2 3 X X X X 0 0
T1 27 131 2 6 X X X X 0 0
T2 15 53 2 3 X X X X 0 0
T3 24 49 2 3 X X X X 0 0
KO1 25 0 1 0 X X X X 0 0
1 1 WNV 0 50
4 57 1 2 X X 1 AEFV 50
12 28 45 1 2 X X X X 0 0
13 0 78 0 2 X X X X 0 0
K1 17 58 1 2 X X 2 WNV 0 100
Gl 0 30 0 4 X X X X 0 0
S1 0 5 0 2 X X X X 0 0
izl 4 0 1 0 X X X X 0 0
Toplam 905 2271 46 95 3 2 17 3 6,522 17,89

3.6.3. Sivrisinek havuzlarinda tammlanan viriis dizileri

Pozitif diziler, GenBank'ta BLASTn ve BLASTn (MEGABLAST)
algoritmalarina gore tanimlanmistir. % 97 veya daha fazla benzerlige sahip diziler,
eslesen Ornekle aymi sekilde degerlendirilmistir. Ae. aegypti toplam havuzun %
3,54’tinii igermektedir. Ae. albopictus, 2018 ve 2019 yillarinda tiim pozitifler dahil
olmak {izere diger tiim havuzlar1 (yaklasik 96,46) olusturmustur. Elde edilen birinci
asamadaki 1385 bp'lik pozitif flaviviriis fragmani ve ikinci adimda diizeltilen 143
bp'lik pozitif flaviviriis fragmani, % 2 agaroz jel lizerinde ¢alisma i¢in kullanilmistir

(Sekil 18). Alfaviriis ve fleboviriis 6rnekleri igin pozitif 6rnek bulunamamastir.
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Sekil 18. Filaviviiriis pozitif ¢ikan bazi 6rneklerin jel goriintiisii

2018 yilinda 46 havuzda bir BNV ve iki AEFV olmak iizere 3 pozitif havuz
tespit edilmistir. Bu pozitif havuzlar; Hopa'da iki havuzda Ae. flavivirus (AEFV) ve
Cayeli'nde bir havuzda Bati1 Nil viriisii olarak belirlenmistir (Tablo 13, Sekil 19).

2019 yilinda 95 havuzda 17 pozitif havuzda ii¢ viris tiirii tespit edilmistir. Bu
pozitif havuzlar Cayeli, Findikli, Arhavi, Istanbul adalar olmak iizere toplam yedi
pozitif havuz bulunmustur (Tablo 3). 2019 yilinda Findikl1 (R7) ve Istanbul adalar (I1)
bolgelerindeki iki havuzda Ae. flavivirus pozitif drnekleri belirlenmis olup, bolge
havuzlarinda pozitiflik oranlar: sirasiyla % 33, % 33 ve % 50 olarak hesaplanmistir.
Cell fusing agent Hopa'da (A3) sadece bir havuzda bulunmus ve bdlgesel havuzlarda
pozitiflik oran1 % 12,50 olarak hesaplanmistir (Tablo 14, Sekil 19).

Elde edilen pozitif 6rneklerden toplamda 781 bp’lik fragman elde edilmistir.
Pozitif flaviviris numuneleri i¢in filogenetik analiz, K2+G+I yontemine dayal
Maksimum olasilik kullanilarak gerceklestirilmistir.

Elde edilen Bat1 Nil viriisii 6rneklerinin tamam1 Amerika 6rnekleri ile yiiksek
benzerlik gostermistir. Bu parcalar kullanilarak, maksimum olabilirlik agac¢lari orta
bootstrap degeri (% 68) ile desteklenmistir. Ae. filavivirus ornekleri ayni dal tizerinde
farkl1 dallara ayrilmistir. Ornekler, farkli bootstrap degeri dereceleriyle Asya, Amerika
ve Avrupa'daki orneklere benzerlik gostermistir. Hiicre kaynastirici ajan 6rnekleri,
Amerika ornekleri ile ortlismiistiir (Sekil 19).
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MZ595339 1 WNV (USA)
MZG05381.2 WNV (USA)
MNB49176.1 WNV (USA)
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85 ABB13786.1 CFAV (Thaiand)

%9 | | R694074.1 CFAV (USA)
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Hopa 2019 CFAV
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—
o5

Sekil 19. Filaviviiriis sekanslari ile hazirlanan maksimum likelihood agaci (K2+G+l
yontemi).
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4. TARTISMA

Gegmis yiizyilin son ¢eyreginden bu yana artan ulasim imkanlari, artan kiiresel
ticaret ve kiiresel iklim degisikligi ile birlikte basta Ae. albopictus ve Ae. aegypti olmak
tizere pek ¢ok sivrisinek tiirii bulunduklar1 alanlardan diinyanin farkli bolgelerine
yayllmaya baslamistir (Kraemer vd., 2015). Bu tiirlerin yayilim alanlarini1 genisletmesi
deng, zika, chikungunya ve sar1 humma gibi hastaliklar diinya ¢apinda goriilmeye
baslanmis ya da yeniden ortaya ¢ikmistir (Wilder-Smith vd., 2017). Deng hummasi bu
hastaliklar arasinda en genis kitlelere ulasmis ve giintimiizde basta Afrika kitasi olmak
tizere yilda yaklagik dort yiiz milyona ulasan vaka rapor edilmistir. 2000°1i yillara
kadar Afrika ve Asya kitasinda sinirli alanda ara sira epidemilere neden olan
chikungunya 2000°li yillardan sonra Afrika, Avrupa ve Amerika kitalarinda 110°dan
fazla iilkede goriilmeye baslamistir (Zeller vd.,2016; WHO, 2022). Sar1 humma,
gecmiste Afrika ve Giliney Amerika'nin tropikal bolgelerinde endemik olarak
goriilmektedir. Ancak 17-19. yiizyillarda Kuzey Amerika ve Avrupa'ya tasinarak
salginlara neden olmustur. Gliiniimiizde etkili ag1 gelistirilmesine ragmen halen eradike
edilememistir (WHO 2019). Bu hastaliklarin hem yayilim alanlarinin genislemesinde
hem de vaka sayilarinin artmasi biiyiik oranda Aedes tiirlerinin popiilasyon seviyelerini
artmas1 ve yayilim alanlarinin genislemesiyle iliskilendirilmektedir. Ozellikle daha
once chikungunya, deng ve zika vakalarinin goriilmedigi Avrupa kitasinda bu
hastaliklarin Ae. aegypti’nin Avrupa kitasina girmesinden kisa bir siire sonra ortaya
¢ikmasi bu durumu agikga ortaya koymaktadir (Mayer vd., 2017; Caputo vd., 2020).

Bu calisma {ilkemizdeki istilact Aedes tiirlerinin arastirilmasi, dagilim
alanlariin belirlenmesi, olasi orijinlerinin belirlenmesi, iilkemiz icin tasidiklari
hastaliklar anlaminda risklerin ortaya konulmasi tiim iilke genelinde gerceklestirilmis
ilk caligma olma 6zelligindedir. Arastirma rotalari olarak belirlenen alanlar iilkemizin
dis diinyaya acildig1 ve biiyiik ticaret merkezlerini ve ana rotalar1 iceren alanlar olup
istilac1 tiirlerin giris yapabilecegi en kolay alanlari igermektedir. Ulkemizin cografi
yapist ve bulundugu konum itibariyle koprii konumunda olmasi ¢alisilan alanlarin ve
rotalarin 6nemini daha da artirmaktadir. Arastirma siiresi boyunca Dogu Anadolu
bolgesinin biliyiikk kism1 ve Giineydogu Anadolu hari¢ diger bolgelerde 578 nokta

kayitli olarak taranmigs ve olast larval alanlar kontrol edilmistir. Bu kontroller
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neticesinde toplamda 357 noktanin Ae. albopictus tiiriiyle pozitif, 22 noktanin Ae.
aegypti ile pozitif oldugu belirlenmistir.

Genetik arastirmalar, istila edilen bolgelerdeki popiilasyon durumu ve tiiriin
yayllma modeli hakkinda bilgi saglayabilir. Bu nedenle, genetik c¢alismalarin
sonuclari, halk saglig1r agisindan 6nem tagiyan hastaliklarin 6nlenmesi ve tiirlerin
kontrolii ile ilgili bilgilere katkida bulunabilir (Ruiling vd., 2018).

Yapilan bu tez ¢alismasi ile iilkemizde yerlesik popiilasyonlar olusturduklari
bilinen Ae. aegypti ve Ae. albopictus tiirlerinin orijinlerinin molekiiler olarak
belirlenmeye ve olasi invazyon Oykiilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaistir. Tiirlerin
olasi orijinlerinin belirlenmesi; tiiriin biyolojik, ekolojik ve davranigsal 6zelliklerinin
ongoriilmesine boylece tiirlerin gelecekteki yayilim alanlarinin belirlenmesine, tiirlerle
yapilmasi1 planlan miicadele calismalarinda ortaya c¢ikabilecek olumsuzluklarin
belirlenmesine, tiirlerin beslenme aligkanliklarinin belirlenmis olabilecektir. Ayrica
Ae. aegypti’nin Karadeniz bolgesindeki varligi ile alakali iki farkli senaryo
bulunmaktadir (Kotsakiozi vd., 2018). Bu senaryolardan birincisi tiiriin yeni invazyon
oldugu iizerine kurgulanirken diger senaryo olarak tiriin 1950°li yillarda bolgede
bulunan tiir oldugu tizerinde durmaktadir. Her ne kadar Karadeniz bdlgesine ait
(Samsun harig) Ae. aegypti kaydi bulunmasada Trabzon’da deng hummasi vakalarimin
goriilmesi bu tiirtin daha 6nce bu bolgede olabilecegine isaret ediyor olabilir. Tiir 2014
yilinda tiirkiyede yeniden defa rapor edildi. Bu durum Tiirkiye i¢in yeni bir invazyon
mu yoksa Giircistan popiilasyonunun genislemesiyle mi kuruldugu bilinmemektedir.
Yapilan arazi ¢aligmalarindan elde edilen bulgularla tiirlerin giincel dagilim alanlar
belirlenmistir.

Haplotip ¢esitliligi (Hd) ve niikleotid ¢esitliligi (m), popiilasyonlar hakkinda
bilgi saglayan en 6nemli iki parametredir. Ae. albopictus i¢in yapilan ¢alismada elde
edilen toplam haplotip ve niikleotid ¢esitliligi (0,00 ve 0,17) genel olarak oldukca
diisiik bulunmustur. Fang vd. (2018), yerel Ae. albopictus popiilasyonu olan Cin’de
COI gen bolgesinin yiiksek niikleotit ve haplotip ¢esitliligini belirlemistir. Tam tersi
olarak Z¢é-Z¢é vd. (2020), yeni istila alanlart olan Algar ve Portekiz'in Oporto
popiilasyonlarinda diisiik haplotip ve niikleotid ¢esitliligi belirlemistir. Bu durum ve
bizim g6zlemlerimiz tiiriin yeni istila ettigi bagka bolgelerde de gozlenen mitokondrial

Cytb, COl ve NDS5 gen bolgeleri i¢in diisik seviyeli varyasyon durumuyla
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ortiismektedir (Kambhampati vd., 1991; Kambhampati and Rai, 1991; Urbanelli vd.,
2000; Kamgang vd., 2011; Zitko vd., 2011; Zé-Z¢ vd., 2020). Sonuglarimizdaki diisiik
niikleotid ve haplotip c¢esitliligi darbogaz etkisi ile agiklanabilir. Fang vd. (2018), e
gore darbogaz etkisini takiben popiilasyonlarin hizli genislemesi, niikleotid
cesitliligini biriktirmek i¢in gereken siire ile ilgili haplotip kayiplarina neden
olabilecegini belirtmistir.

Ae. albopictus i¢in belirlenen haplotiplerde ana haplotip olarak belirlenen
Hap_1 diger iki haplotipten yalnizca bir niikleotid farkliligi igerdigi bulunmustur.
Bunu yaninda Trabzon, Giresun, Ordu, Erzincan, Elazig ve Sakarya popiilasyonlarinda
haplotip ve niikleotid ¢esitliligi sifir olarak hesaplanmistir. Bu durumun sebebinin bu
bolgelere tiiriin aktif yayilim yoluyla ilk invazyon noktasinda yerlesmis olmasi oldugu
diisiiniilmektedir. Diger yandan Elazig ve Erzincan illerinin tiiriin dagilim gosterdigi
Karadeniz bolgesindeki iller (Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu) ile sinir baglantisi
bulunmamaktadir. Bunun sebebi Karadeniz bdolgesinden bu illere tasinan atik
lastiklerden kaynaklandigi degerlendirilmistir. Diger yandan bu durum tam olarak
diisiik varyasyonu agiklamamaktadir. Diisiik varyasyonun bu bolgelerdeki
popiilasyonlarin ¢ok az bireyle kurulmasindan kaynaklaniyor olabilir. Sakarya
popiilasyonu i¢in ise durum muhtemelen Trabzon, Giresun, Ordu popiilasyonlariyla
aynidir. Marmara bolgesinde Sakarya’ya komsu olan Diizce ve Kocaeli’nden tiiriin
varlig1 daha &nce rapor edilmistir (Ali ve Oztemiz, 2021; Demirci vd., 2021a).

Popiilayonlarin demografik yapisinin belirlenmesi i¢in yapilan notralite
testlerinde (Tajima's D testi ve FS testi) ¢ogunlukla calisilan popiilasyonlarimizin
genislemesini gosterse de, bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamgtir (P >
0,05). Calisilan 13 popiilasyonda toplamda ti¢ haplotip belirlenmistir. Bu haplotip
sayist yerel tiirlerle yapilan calismalara kiyasla oldukca diisiiktiir (Akimer vd., 2022).
Diger yandan Ae. albopictus "un diger istilac1 ve yerel populasyonlarinda yapilan
calismalarda haplotip sayisinin yerel bolgelerde yiiksek istila alanlarda ise diisiik
oldugu belirlenmistir (Birungi ve Munstermann, 2002; Mousson vd., 2005; Maia vd.,
2009; Kamgang vd., 2011). Calismamizda elde edilen sonugclar istila alanlardaki
verilerle biiyiik oranda ortiismektedir. Fang vd. (2018) yerel Cin Ae. albopictus
popiilasyonlarinda COI gen bélgesi i¢in 42 haplotipin varligin1 belirlemistir. Diger
yandan Z¢-Z¢ vd. (2020) istila alan olan Portekiz popiilasyonlarinda COI gen bolgesi
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icin 5 haplotip belirlemistir. Zitko vd. (2011). Benzer sekilde diger istila alan olan
dogu Adriyatik kiyilarinda COI gen bolgesi i¢in dort haplotip belirlemistir. Diisiik
genetik cesitliligin nedeni, yogun insektisit kullanimi ve sicaklik, nem ve yiikseklik
gibi farkli se¢ilim baskilarindan kaynaklaniyor olabilir. Yerli tiirlerde haplotip
kayiplarini bu parametrelerle agiklamak miimkiin olsa da darbogaz etkisi ile yeni istila
alanlarindaki haplotip kayiplarini agiklamak daha dogru bir yaklasimdir. Fang vd.
(2018) bu durumu Dbelirtmis ve baz1 Cin’de c¢alistiklart Ae. albopictus
popiilasyonlarinin diisitk Hd ve m derecelerini se¢cim baskis1 ve darbogaz etkisi ile
aciklamiglardir.

Yapilan ¢aligmada belirlenen ti¢ haplotip icerisinde en baskin haplotip Hap_1
olarak belirlenmistir. Bu haplotip her {i¢ cografi bolgede de bulunmustur. Bu durum
bu haplotipin frekansinin diinya genelinde yaygin bir haplotip olmasiyla agiklanabilir.
Zira yapilan GenBank taramalarinda bu haplotip diinya genelinde bulunmustur.

Dogu Karadeniz bolgesindeki Ae. albopictus popiilasyonlar: biiyiik ihtimalle
Giircistan tizerinden Tirkiye’ye giris yapmistir. Tiirlin daha 6nce Rusya ve Giircistan
smirinda belirlenmis olmasi diger yandan Ae. albopictus Tiirkiye’de ilk olarak 2015
yilinda belirlenmis ve popiilasyon seviyeleri olduk¢a diisiik bulunmustur ancak ayni
y1l Giircistan yapilan siirveans ¢aligmalarinda tiiriin Tiirkiye sinir ili olan Batum da en
yogun tiir oldugu rapor edilmesi da bu durumu destekler niteliktedir (Kutateladze vd.,
2016). Sherpa vd. (2019), Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz soylarinin Kuzey Italya'dan
gelen tropikal kdkenli soy oldugunu rapor etmistir. Elde ettigimiz verilerde bu durumu
desteklemektedir.

Yapilan caligmada Hap 2 Tirkiye’de Marmara ve dogu Karadeniz
popiilasyonlarinda belirlenmistir. Diger yandan GenBank taramalarinda bu haplotipin
aynt zamanda Rusya Orneklerinde var oldugu gorilmiistir. Ancak Giircistan
orneklerinde bu haplotip tespit edilememistir (Ganushkina vd., 2016; Fedorova vd.,
2018). Bu durumun sebebi Giircistan’a ait yeteri kadar COI gen bdlgesini
olmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Ciinkii GenBank’ta bu gen bolgesine ait 11 tane
sekans verisi bulunmakta olup ve bu sekans verilerinin tamami Hap_1 ile 6rtiismiistiir.

Benzer sekilde Marmara bolgesi cografi poptilasyonunlarinin Hap_1 ve Hap_2
haplotiplerinden olustugu gozlenmistir. Ancak Karadeniz bdlgesi cografi

popiilasyonunda oldugu gibi Hap_1 baskin haplotip olarak belirlense de Hap_2’nin
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orani Karadeniz bolgesi cografi popiilasyonundan daha diisiik belirlenmistir. AMOVA
test sonuglari, Karadeniz, Marmara ve Ege bolgeleri arasinda anlamli bir fark (p< 0,05)
ortaya koymustur. Bu durumun temelini arastirmak igin yapilan Fst testinde Marmara
ve Karadeniz cografi popiilasyonlar1 arasinda anlamli farklar belirlenmistir.

Karadeniz Ae. albopictus cografi popiilasyonu muhtemelen Giircistan'dan ve
muhtemelen Kuzey Italya soyundan gelmektedir. Sherpa vd. (2019), Tiirkiye'nin Dogu
Karadeniz soylarmin Kuzey Italya'dan geldigini de belirtti. Ayrica Ae. albopictus ‘un
Rusya ve Giircistan sinirlar1 boyunca varligi bu durumu desteklemektedir.

Marmara bolgesindeki Ae. albopictus cografi popiilasyonlarinin Yunanistan
veya Bulgaristan iizerinden gelmis olmas1 muhtemeldir. Oter vd. (2013), Tiirkiye'nin
Trakya bolgesindeki Ae. albopictus istilasina iligskin ilk raporunda bu durumdan
bahsetmistir. Ayrica 2016 yilinda yapilan arazi ¢alismalarinda Tiirkiye ve Bulgaristan
smir  bolgendeki  kiigiik koylerde (Begendik ve Limankdy) Ae. albopictus
popiilasyonlart belirlenmistir (Akiner vd., 2016). Ancak Trakya bolgesine ait
popiilasyonlarin Yunanistan ya da Bulgaristan popiilasyonlarindan koken aldigi tam
olarak agiklanmamustir ve bu durumun sebebi Yunanistan ve Bulgaristan'dan GenBank
orneklerinin eksikligi ya da yetersizligi ile ilgili olabilir. Ancak Marmara bolgesinde
bulunan Istanbul ve Kocaeli Ae. albopictus popiilasyonlarmin invazyonu muhtemelen
Trakya bolgesi popiilasyonlarindan farkli gerceklesmis olabilir. Bu iki sehir Marmara
bolgesinin en bilyiik sehirleri arasindadir bu sehirlerin sahip olduklari limanlar yeni
invazyonlar i¢in en olast kaynaklardir. Ae. albopictus’un bu schirlere girisi
Avrupa'daki diger limanlardan ve diger kitalardan gelen gemiler tarafindan taginan
yiiklerle giris yapmis olmasi daha muhtemel bir durumdur.

Ege bolgesinin cografi popiilasyonlarin genetik yapisi diger bolgelerden
farkli bulunmustur. AMOVA testinde Karadeniz Marmara ve Ege cografi
popiilasyonlarinda anlamli farklilik oldugu belirlenmistir. Diger yandan illere gore
popiilasyonlarin karsilastirildign FST analizinde Ege cografi (Mugla ve Izmir)
popiilasyonu genel olarak Kirklareli Istanbul ve Kocaeli popiilasyonlarinda anlamli
alarak farkli bulunmusken Karadeniz cografi popiilasyonu ile anlamli fark
bulunmamustir. Bu durumun sebebi Hap 1 in frekans: ile iligkili olabilir. Zira diger
bolgelerde oldugu gibi Hap 1 baskin haplotip olarak belirlenmistir. Diger yandan
Hap_2 bu bolgedeki cografi popiilasyonlarda belirlenememistir. Diger yandan Hap_3
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yalmzca Ege bolgesindeki Izmir ve Mugla popiilasyonlarinda belirlenmis ve frekansi
oldukca diisiik olarak gozlenmistir. Hap 3 {in yalnizca Ege soylarmin bulunmasi
aslinda Marmara ve Karadeniz soylarindan farkli oldugunu agikca agiklamaktadir.
Ayrica Ege bolgesinde Ae. albopictus'un varligir diger bolgelere gére daha sonra
belirlenmistir (6nce Aliaga limani ¢evresinde, sonra Mugla'da). Bu iki durum,
muhtemelen diger kitalardan veya anakara Avrupa'dan gelen gemiler araciligiyla
birden fazla istila oldugunu ve {ilkeler arasinda feribotlarla insan hareketi oldugunu
gostermektedir. Ae. albopictus, alana varligi bilinen Ege adalarindan gelmis olabilir
(Badieritakis vd., 2018). Demirci vd., (2021b), geometrik morfometrik verilere gore
Ege ve Karadeniz soylari1 arasindaki farkliliklari belirtmistir. Bu bulgu fenotipik
cesitlilikle ilgilidir ve biyolojik, ekolojik ve genetik dahil olmak iizere g¢esitli
faktorlerle iliskili olabilir. Sonuglarimiz molekiiler verilerle Ege ve diger bolgeler
arasindaki farki ortaya koymus ve geometrik morfometrik verileri desteklemistir.
GenBank verilerine gore Avrupa ve Kafkas 6rneklerinde Hap 3 ilk giris bolgelerinde
bulunamamustir. Ayrica baz1 Avrupa iilkelerinde (Hirvatistan, Yunanistan ve Portekiz)
nadiren gozlenmektedir. Cin, Hindistan ve ABD Ornekleri de bizim caligmamiza
benzer bir Oriintii ¢izmektedir. Genbank verilerine gore bu alanlarda bu soylar i¢in
Hap_1 ana ve Hap 3 ikinci haplotiptir. Bu durum, Ege bolgesinde bulunan soylarin
Marmara ve Karadeniz soylarindan bagimsiz olarak girdigini ve muhtemelen tropik ve
iliman soylarin karigimi1 ancak 1liman soya daha yakin olduklarini ortaya koymaktadir.

Sonuglarimiz, Tirkiye'deki Ae. albopictus'un bolgelerdeki haplotip
cesitliligine gore farkli orjjinlerden coklu istilalara sahip olabilecegini ortaya
koymustur. Ikili FST sonuglari, tiim bolgesel soylarin Asya, Avrupa, Amerika ve
Afrika soylar1 arasinda farkli derecelerde farkliliklar gosterdigine isaret etmistir. Diger
kita soylar ile farkliliklar gosterse de bolgesel soy sonuglarimiz Fas, Alman, Yunan
ve Giircii Genbank oOrnekleriyle farklilik gostermemistir. Istila Avrupa'da ortaya
¢ikmis olsa da bolgesel soylarimiz iliman Asya soylariyla (Ege soylar1 hari¢) daha
yakindan iligkili gériinmektedir. Ege soylart muhtemelen soylart hem Arnavutluk hem
de Italya soylariyla kangtrmustir. I¢  kesimlerdeki Elazig ve Erzincan
popiilasyonlarinin muhtemelen Karadeniz bolgesinden kullanilmig lastik ticareti ile
baglantilar1 vardir.

Sonug olarak, Istilaci vektor tiirlerinin herhangi bir iilkeye girmesi ve
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yayilmasi, arboviral bulasma i¢in kilit bir faktordiir. Ae. albopictus'un Tiirkiye'ye girisi
birden fazla yoldan olmus olabilir ve tiiriin vektor yetkinligi cografi orijine gore
degismektedir. Lourenco-De-Oliveira vd. (2003), tiiriin cografi koken ile baglanti
vektor yetkinligini gostermistir. Tiirkiye, Asya ile Avrupa veya Orta Dogu ile
Avrupa'nin Dogu kismi arasinda bir kdprii konumundadir ve arboviral hastaliklarin
endemik oldugu bolgelerden gelen birgok miilteci kita Avrupa'sina ulagmak icin bu
yolu kullanmaktadir. Ae. albopictus'un Tirkiye'deki varligi ve yayilmasi, yalnizca
ortaya c¢ikan arboviriislerin girisi i¢in degil, ayn1 zamanda yerel Bati Nil viriisii
dolasimi i¢in de 6nemli bir halk saglig1 tehdididir. Bu agilardan, ulusal entomolojik
siirveyans programlarinin baglatilmas1 ve etkili vektdr kontrol onlemlerinin
uygulanmasi, gelecekteki yerli arboviral hastalik riskini azaltmada kritik faktorlerdir.

Tiirkiye’deki Ae. aegypti popiilasyonlarinin olast kokenini belirlemek igin
kullanilan doért mitokondrial ve bir genomik DNA gen bolgesi kullanilarak her bir gen
bolgesi igin ayri ayri elde edilen haplotipler ve bu haplotiplerin GenBank ornekleri
kullanilarak ¢izilen filogenetik agaglarda Karadeniz bolgesi 6rnekleri genel olarak
Kafkas (Rusya, Giircistan) érnekleriyle yakindan iligkili bulunmustur. Ote yandan,
bazi haplotipler Okyanusya, Asya, Avrupa ve Amerika ornekleriyle iliskili ancak
belirli bir kiimelenme goéstermemistir. Ayrica COI (C1) gen bolgesi i¢in Hap 2 ve
Hap_4 ve ITS2 (I2) gen bolgesi i¢in Hap_1 ve Hap_2 haplotipleri sadece Kafkas
bolgesi tarafindan temsil edilmektedir. Ayrica ITS2 (I12) gen bdlgesinden elde edilen
sekans verilerinde iki niikleotidlik delesyon gozlenmis ve bu delesyon sadece Tiirkiye
ve Kafkasya bolgesine 6zgii olarak saptanmistir. Shaikevich vd. (2018), Rusya'da
Karadeniz kiyilarinda ITS2 gen bolgesinde ayn1 delesyonun varligini belirlemistir.
COI (C1) gen bolgesinin bir haplotipinin (Hap 1) ve ITS2 gen bdlgesinin iki
haplotipinin (Hap_1 ve Hap_6) sekans verileri, 1950'lerde Amerika ve Karayipler'de
kolonilestirilen laboratuvar soylar1 (sirasiyla Porto Rika, Rockfeller soyu) ile % 100
uyum gosterdi (Kuno, 2014). Aym sekilde Shaikevich vd. (2018), Kafkasya
bolgesinde yaptiklari calismada, ITS2 gen bolgelerinin sekanslarinin Rockfeller soyu
ile % 100 uyumlu &rnekler bulmuslardir. ND4 gen bdlgesi i¢in dis grup olarak
kullanilan Ae. albopictus (KRD soyu) soyu ile Ae. aegypti 6rnekleri ortiismiistiir. Bu
durum ND4 gen bolgesinin Ae. albopictus igin ayirt edici bir 6zellige sahip

olamayacagim ortaya koymaktadir. Baz1 haplotipler yanlizca Karadeniz Kafkasya
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bolgesine 6zgii bulunmustur. Bu durum ancak tiirlin gen bdlgelerine ait sekans
verilerinin yetersiz olmasi veya tiirlin bu bolgede yeni bir SOyunun olabilecegi ile
aciklanabilir. Ozellikle kullanilan gen bélgelerinin diinya ¢apinda siklikla kullanilan
gen bolgeleri olmasi ikinci ihtimali giiclendirmektedir.

Kotsakiozi vd., (2018), tarafindan yapilan c¢alismada bdolgedeki
poplilasyonlarin olasi kdkeni i¢in bes farkli senaryo ¢izilmistir. Bu senaryolar genel
olarak tiiriin bolgede 1950'lerde daha 6nce rapor edilen tiiriin yeni bir istilas1 m1 yoksa
devam1 mi1 olduguna dayanmaktadir ve bolge popiilasyonlarinin Asya 6rneklerine daha
yakin olmasma ragmen hem Asya hem de yenidiinya popiilasyonlarindan farkli
oldugunu gostermistir. Elde ettikleri sonuglarda bolgedeki Ae. aegypti
popiilasyonlarinin 1950"lerden kalma olabilecegini belirtmislerdir.

Karadeniz bolgesindeki Ae. aegypti drneklerinin haplotip sayilari, niikkleotid ve
haplotip ¢esitliligi oldukea diisiik bulunmustur. Benzer sekilde Shaikevich vd. (2018),
Kafkasya bolgesindeki yapmis oldukari ¢alismada COI ve ITS gen bolgelerinin diisiik
varyasyona sahip oldugunu belirtmistir. Genel olarak, diisiik haplotip ve niikleotid
cesitliligi, istilac1 popiilasyonlarin 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Benzer sekilde
tekrarlanan darbogaz etkisi, uygun olmayan c¢evre kosullar1 gibi genetik ¢esitliligi
olumsuz etkilemektedir ve diisiik haplotip ve niikleotid ¢esitliligine neden
olabilmektedir (Mousson vd., 2005). Paduan ve Ribolla, (2008) Brezilya'da ND4 gen
bolgesi i¢in 24 haplotip bulmustur. COI gen bolgesi i¢in 7 haplotip belirlemistir.
Benzer sekilde, Damal vd. (2013) Florida'da ND4 gen bdlgesi igin 42 haplotip (Hd =
0,81), ND5 gen bolgesi i¢in 12 haplotip (Hd = 0,71) belirlemistir. Bu ¢alismalarda elde
edilen haplotip sayilari ¢calismamizda elde edilen haptotip sayilarima gore oldukca
yiiksektir. Bu durumun sebebi bu bélgelerde tiiriin uzun zamandan beri varlig: ile
aciklanabilir. Diger taraftan Yohan vd. (2018), Endonezya'daki dort sehirde COI igin
yedi haplotip belirlemistir. Khater vd. (2021), Arap Yarimadasi ITS, COI ve ND4
primerlerini kullanarak COI icin 8, ND4 icin 14 ve ITS2 i¢in 4 haplotipin varligim
belirlemistir. Bu ¢alismalarda elde edilen haplotip sayilar1 ¢alismamizda elde edilen
haplotip sayilar ile ortiismektedir. Bu alanlardaki ve bizim ¢alismamizdaki haplotip
sayisinin diisiik bulunmasinin sebebi tiiriin alanlara yeni yerlesme ile aciklamak

mimkiin degildir. Clinkii Ae. aegypti Arap Yarim Adasi’nda uzun zamandan beri
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bilinmektedir. Endonezyada ise 1900 lillardan beri bilinmektedir (Maynard vd., 2023).
Bu durumun sebebi tiirle yapilan miicadele olabilir.

Ae. aeyypti i¢in elde edilen diziler birlestirilerek popiilasyonlar arasindaki
iliskide Rize popiilasyonu ile diger popiilasyonlar arasinda onemli farkliliklar
belirlenmistir. Bu farkin cografi mesafe ile gozle goriiliir sekilde arttig1 belirlenmistir.
Ayni sekilde, Rize popiilasyonu iki haplotiple (Hap_1 ve Hap_4) temsil edilmis ve
Hap_2 daha diisiik bir frekansa sahip olarak gézlenmistir. Bu, tiiriin bolgeye daha
sonra yayildigim gosterebilir. Artvin-Tiflis ¢ifti ile Artvin-Kobi ¢ifti arasinda 6nemli
farkliliklar saptanmistir. Artvin-Tiflis ¢iftleri arasindaki farkliligin sebebi, farkli iklim
yapilarina sahip olmalar1 olarak agiklansa da bu, Artvin-Kobi g¢iftleri arasindaki farki
aciklamaz. Haplotiplerin dagilimlar1 ve farkliliklar1 dikkate alindiginda dogu-bati
yoniinde genetik ¢esitliligin azaldigi goriilmektedir. Hizli genislemenin Ae. aegypti
i¢in genetik gesitlilik kaybina neden oldugu bilinmektedir (Mousson vd., 2005). Bu,
tiirlin batiya dogru hizla yayildig1 anlamina gelebilir. Bu durum tiir raporlama yillarina
gore incelendiginde de goriilmektedir (Ganushkina vd., 2012; Akier vd., 2016).

Sonug olarak elde ettigimiz sonugclar, tiiriin bu bolgede eski bir tiir olma
olasiligimin yiiksek oldugunu ve hem Tiirkiye hem de Giircistan i¢in yeni bir istila
olmadigini ortaya koymustur.

2018 ve 2019 yillarinda dogu Karadeniz bolgesinden elde edilen Ae. albopictus
ve Ae. aegypti 6rneklerinde, Marmara ve Ege bolgelerinden elde edilen Ae. albopictus
orneklerinde arboviriis varligr arastirilmistir. Arboviriis taramalarinda en 6nemli viriis
aileleri olan filaviviiriis, alfaviriis veya fleboviriis varliklari arastirilmistir. Elde edilen
sonuglarda her iki y1l i¢in alfaviriis veya fleboviriis varligi tespit edilmemistir. Diger
yandan 2018 yilinda toplanan 906 Ornekten elde edilen 46 havuzda Karadeniz
bolgesinde Rize ili Cayeli ilgesinde bir havuzda Bati Nil viriisti belirlenmistir. Ayrica
Artvin ili Hopa ilgesinde dort havuzdan ikisinde Ae. filaviviriis varligi tespit edilmistir.

2019 yilinda Rize Cayeli bolgesinde Bati Nil viriisii pozitifligi devam etmis
ancak calisilan 6rnek ve havuz sayisi daha fazla olmasina ragmen pozitif havuz
frekans1 bir onceki yila gore daha diisiik bulunmustur. 2018 yilina ek olarak 2019
yilinda Karadeniz bolgesinde Rize (R7), Artvin Arhavi (A1) havuzlarinda Marmara
bolgesinde ise Istanbul adalar (11) ve Kirklareli Begendik'te (K1) Bat1 Nil viriisii

varligr belirlenmistir. Bu durumun sebebi 2018 yilinda hem havuz bazinda hemde
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numune bazinda daha 6z 6rnek calisilmasindan kaynakli olabilir. Diger taraftan bu
durumun sebebi 6rnek toplama mevsimlerinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
Ciinkii viriis yiikii ilkbahar aylarinda daha az iken sonbahar aylarma dogru bu viriis
yiikii giderek artabilmektedir. Akiner vd. (2019), Karadeniz bolgesinde Ae. albopictus
ve Ae. aegypti ve Cx. pipiens 6rneklerinde arboviriis taramalar1 ger¢eklestirmiglerdir.
Yapmis olduklari galismada bu tez ¢alismasina benzer olarak Ae. aegypti 6rneklerinde
pozitif 6rnek belirlenememistir. Ayni1 sekilde Artvin bolgesinde tic Ae. albopictus
havuzunda da Rize bélgesinde ise bir Ae. albopictus havuzunda Bati Nil viriisi
varligini tespit etmislerdir. Sonuglarda 2019 yilinda Marmara ve Trakya bolgelerinde
ki havuzlarda de Bati Nil viriisii varligi belirlenmistir. Ancak bu durum hig sasirtic
degildir ¢iinkii bu bolgelerde daha 6nce Bati1 Nil Viriisii varlig1 ¢esitli caligmalarda
gosterilmistir (Kalaycioglu vd., 2012; Ergunay vd., 2014; Uyar ve Bakir, 2016;
Cizmecigil vd., 2021; Erdogan Bamag vd., 2021). Ergunay vd. (2014), Edirne'de Ae.
caspius orneklerinde ve Ege Bolgesi'nde Mugla ilinde Cx. pipiens drneklerinde Bati
Nil viriist tespit etmistir. Calismamizda Edirne'nin sinir1 olan Kirklareli'nde pozitif
ornekler bulunurken, Ege bolgesine ait Izmir'de pozitif rnege rastlanmamistir. Trakya
ve Ege bolgelerinin kus go¢ yollar1 icermesi nedeniyle bu bolgelerde Bat1 Nil viriisii
varligiin tespit edilmesi sasirtict degildir. Ancak calismamizda Ege bolgesindeki
Aliaga Ae. albopictus havuzlarinda Bati1 Nil viriisii tespit edilememistir. Bu durumun
iki sebepten kaynaklaniyor olabilecegi diisliniilmektedir. Birincisi bolgeden elde
edilen havuzlardaki 6rnek sayilarinin yetersiz olmasi ikincisi ise 6rneklerin toplanma
zamaninin Bati Nil viriisii insidansinin diisiik olmasindan kaynaklaniyor olabilir. 2019
yilinda Marmara bdlgesinde Istanbul ve Kocaeli'de pozitif vakalar elde edilmistir.
Istanbul ve Kocaeli Tiirkiye’nin niifus yogunlugu acisindan en biiyiik sehirleridir. Bu
sehirler konumlart itibariyle kus go¢ yollari {izerinde bulunmasi, iklimsel kosullar1 ve
insan ve hayvan hareketliliginin fazla olmasi sebeplerinden o6tiirli pek ¢ok hastalik
risklerini barindirmaktadir. Kalaycioglu vd. (2012) ayrica hastalardan alinan 6rnekleri
serolojik olarak incelemis ve en yiiksek hastalik oraninin (12 vaka) Sakarya'da
(Insidans1 1,39) oldugunu ve Kocaeli'de 1 pozitif vaka (Insidans1 0,7) tespit etmistir.
Ancak bu calismada Sakarya ilinde pozitif 6rnek tespit edildi. Bunun nedeni kii¢iik
havuzlar olabilir. Benzer sekilde ¢calismamizla ayni yilda Erdogan Bamac vd. (2021),
2021 yilinda Istanbul'da 34 kargadan 8'inde pozitif vaka tespit etmistir. Karadeniz
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bolgesi, Kafkasya'dan gegen kus go¢ yoluna yakinligi nedeniyle sicaklik, nem ve yagis
acisindan sivrisinek kaynakli hastalik vektorleri i¢in ve ayrica virlis dolagimi igin
idealdir (Uyar ve Bakir, 2016).

Ayn1 zamanda havuzlarda Ae. flavivirus 6rnekleri dogrulanmis olup, 2018
yilinda sadece bir bolgede (Artvin Hopa) iki havuzda Ae. flavivirus tespit edilmis olup,
2019 yilinda da ayni bolgede viriis varligi devam etmis ve Pozitif havuzlarin orani bir
onceki yila gore daha yiiksek olarak gézlenmistir. Akiner vd. (2019), ayn1 bolgede Ae.
flavivirus varligim1 da belirlemistir. Bu da bdlgede bu virlisiin  dolasiminin
desteklendigini ve devam ettigini gostermektedir. 2019 yilinda ii¢ farkli bolgede
(Artvin-Hopa, Rize-Findikli, Istanbul adalar1) Ae. flavivirus tespit edilmistir. Artvin
ve Rize bolgelerinde bu virlis tipinin belirlenmesi sasirtict degildir ¢iinkii bu
havuzlama noktalri arasindaki mesafe yaklasik 30 km civarindadir. Son olarak 2019

yilinda yapilan taramalarda Artvin Hopa'da hiicre kaynastirici ajan tespit edilmistir.
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